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1 RESUMEN

En la naturaleza es posible encontrar una gran variedad de organismos que son capaces
de sintetizar compuestos quimicos cuya finalidad es ser utilizados en contra de otros seres
vivos. Estas sustancias sintetizadas de forma natural reciben el nombre de toxinas. La
evolucion ha orillado a algunos organismos a la utilizacién de estas sustancias, al grado que
algunos de ellos han perfeccionado su capacidad de sintesis para producir y utilizar toxinas
sumamente eficaces en la captura o aniquilaciéon de sus presas®). En contraste, existen
también organismos que utilizan las toxinas que producen para defenderse de sus enemigos
naturales( 3). A través de la observacion de estos acontecimientos en la naturaleza, nace el
interés por estudiar las caracteristicas de las sustancias toxicas que provocan disturbios en
los organismos que entran en contacto con ellas. De toda la variedad de toxinas existentes, las

provenientes del veneno de los alacranes causan especial interés en la comunidad cientifica®.

Los alacranes son uno de los organismos que utilizan de manera formidable las toxinas
que ellos mismo sintetizan, ocupandolas principalmente para la depredacién®). El veneno de
los alacranes es la fuente principal donde se pueden encontrar las toxinas que este organismo
utiliza. Las toxinas que se han logrado aislar del veneno de alacran han demostrado ser
altamente especificas y afines a alguno(s) de los canales i6nicos que modulan las respuestas
fisiolégicas en mamiferos®: 6 7). De estos hechos se desprende el interés de la comunidad
cientifica por estudiar este tipo toxinas, debido a la posibilidad de desarrollar aplicaciones
biotecnoldgicas a partir del conocimiento y comprensiéon de estas moléculas* 7). Para estos
fines, el estudio estructural de las toxinas es un aspecto fundamental para identificar y
describir la estrecha relacién que existe entre la estructura tridimensional de una proteina y

las propiedades quimicas responsables de modular la actividad biolégica.

El objetivo primordial del trabajo descrito en esta tesis fue la determinacién estructural,
por resonancia magnética nuclear (RMN), de la proteina Ts16 recombinante; descubierta en el
veneno del alacran Brasilefio Tityusserrulatus®. Comparativamente, la proteina Ts16 posee
un alto grado de homologia (86.0 % de identidad) con la toxina k-BUTX-Tt2b(% 19aislada
originalmente del veneno del alacrdn argentino Tityustrivittatus. Esta Ultima proteina
presenta una estructura tridimensional interesante, ya que su conformacioén es distinta al tipo

de plegamiento cominmente observado en las toxinas bloqueadoras de canales iénicos de
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potasio (KTx’s") con 6 cisteinas(!l). La toxina k-BUTX-Tt2b presenta un motivo estructural
formado por dos segmentos de hélice alfa interconectandose por un asa, ademas de ser
estabilizado por puentes disulfuro. A lo anterior se le conoce como un motivo estructural alfa-
alfa estabilizado por puentes disulfuro (en inglés “Cysteine Stabilized alpha - alpha motif”;
abreviado CS-a/a). Por este motivo, se plante6 comprobar por RMN la posibilidad de hallar
similitud estructural entre Ts16 recombinante y la toxina k-BUTX-Tt2b. Al corroborar la
existencia del motivo estructural CS-o/a en ambas KTx’s se podria llegar a plantear la

existencia de una nueva familia de KTx’s aisladas del veneno de alacran.

* Para referirse a una sola “toxina bloqueadora de canales i6nicos de potasio”, en este trabajo se
utilizara la abreviatura KTx para el singular y cuando se utilice para especificar una familia, la
abreviatura siempre vendra prescindida por una letra griega.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Toxinas de alacran y toxinas bloqueadoras de canales idnicos

Los venenos de alacran son mezclas complejas de sustancias toxicas que afectan de forma
nociva, y en ocasiones letal, a los organismos que entran en contacto con estas sustancias. Las
toxinas aisladas y caracterizadas del veneno de los alacranes son toxinas de naturaleza
proteica y se especializan en afectar selectivamente a alguno de los canales i6nicos de K*, Na+,
Caz+ y CI-M. En concreto, el veneno de los alacranes es una fuente rica de toxinas cuyo blanco
de accién son los canales de K* y en menor proporcion los canales idnicos de Na*(€). Segin su
mecanismo de accidn, estas toxinas se denominan bloqueadoras de canales i6nicos, ya que

inhiben el paso de los iones respectivos a través de la membrana celular.

De forma general, las proteinas identificadas del veneno de alacran como toxinas
bloqueadoras de canales idénicos de Na*, son proteinas desde 58 hasta 76 aminoacidos que
contienen de 3 a 4 puentes disulfuro que interconectan los principales elementos de
estructura secundaria(2). Por otro lado, las toxinas bloqueadoras de canales i6nicos de K+
(KTx) se clasifican en 4 familias(3 19): alfa-KTx (a-KTx), beta-KTx ($-KTx), gamma-KTx (y-
KTx) y kappa-KTx (x-KTx).

Las a-KTx son proteinas de 23 a 43 aminoacidos cuya estructura cuenta con la presencia
de 2 a 4 puentes disulfuro, de los cuales 2 de ellos unen al segmento de hélice alfa con una de
las hebras de la hoja B presente en la estructura tridimensional de esta familia. La
conformacion espacial anterior es mejor conocida como un motivo estructural alfa beta
estabilizado por cisteinas (CS-a/B) y es el motivo estructural mas recurrente en las KTx

producidas por los alacranes(14 15),

La familia de B-KTx esta formada por proteinas de aproximadamente 60 aminoacidos y
son conocidas como toxinas “de cadena larga”. En esta familia se han determinado los puentes
disulfuro presentes en las toxinas con motivo estructural CS-o/f. A la fecha de la escritura de
este trabajo (noviembre de 2011) no se cuenta con el reporte de la estructura tridimensional

de alglin miembro de esta familia(16),

Las y-KTx son toxinas bloqueadoras de los canales de potasio hERG(5), Se componen de
36 a 46 aminoacidos con la presencia de 3 6 4 puentes disulfuro. Las proteinas de esta familia

de KTx’s, al igual que la primer familia descrita, adoptan el motivo estructural CS-a/p.
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Por dltimo, la k-KTx es la familia de toxinas bloqueadoras de canales i6nicos de K+ de mas
reciente descubrimiento y por ello la menos conocida(7: 18 19; 20), Las proteinas de esta familia
muestran la presencia de dos hélices alfa como elementos de estructura secundaria. Esta
disposicién espacial hélice alfa - asa - hélice alfa estabilizado por cisteinas, es mejor conocida
como un motivo estructural CS-a/a. Antes de la determinacién estructural de la k-BUTX-Tt2b
(con 3 puentes disulfuro), las proteinas conocidas dentro de esta familia contenian
Unicamente 2 puentes disulfuro. Los inicos miembros conocidos de esta familia provenian de
alacranes del género Heterometrus(8) y Opisthacanthus(% 20). Las k-KTx han probado tener
una actividad relativamente pobre en los blancos de accion(% 20), a pesar de contar con la
diada funcional tirosina y lisina caracteristica en otras toxinas activas contra los canales de
K+21, Sobre esta familia se sabe poco hasta el momento, siendo atin una incégnita la relaciéon
que guarda su estructura tridimensional y la funcién biolégica de esta dltima familia de

proteinas.

Es importante hacer énfasis sobre la variedad de plegamientos identificados en las KTx
aisladas de los venenos de alacran. Tal variedad estructural parece parcialmente inalterable
debido a la presencia y configuracion de los puentes disulfuro. A pesar de esta caracteristica
estructural, cada k-KTx posee una gran especificidad en lo que a su actividad bioldgica se

refiere®,
2.2 La toxina x-BUTX-Tt2b

La toxina k-BUTX-Tt2b fue identificada por primera ocasion en el veneno del alacran de
Argentina Tityustrivittatus(). Esta proteina compuesta por 29 aminoacidos fue clasificada
dentro de la subfamilia 20 de a-KTx(22). Su actividad bloqueadora contra los canales de K+ ha
sido medida con la toxina nativa (aislada del veneno), teniendo un efecto bloqueador sobre los
canales Shaker-IR y hKv1.2(01), La estructura de la toxina k-BUTX-Tt2b, resuelta por RMN,
exhibe el motivo estructural CS-a/a con la siguiente conectividad de puentes disulfuro: C1-Cs,
C2-C4 y C3-Cet (Figura 2.1). La conformacion de la toxina resulta estructuralmente peculiar y
sumamente contrastante al compararla con el motivo estructural hélice alfa - asa — hebra beta
estabilizado por puentes disulfuro (en inglés “Cysteine Stabilized alpha - beta motif”;
abreviado CS-a/f3), adoptado por la mayoria de las toxinas bloqueadoras de K* producidas por

los alacranes®.

t La letra mayuscula C hace una referencia al c6digo de una letra para el aminoacido cisteina. El
subindice es relativo al nimero de cisteina dentro de la secuencia de aminoacidos en la proteina
referida. De este modo C3-Ce describe la conectividad, mediante un puente disulfuro, entre la tercera y
sexta cisteina dentro de la secuencia de aminoacidos en la proteina a la cual se hace referencia.

_4_



Antecedentes

A) B)

Figura 2.1. Estructura de la toxina k-BUTX-Tt2b resuelta por RMNU1, (A) Representacion
de listones de la estructura de menor energia de las 20 estructuras de RMN. (B) Sobre
posiciéon de las 20 estructuras determinadas por RMN y reportadas en el Protein Data
Bank. En ambos incisos el extremo amino terminal se representa con la letra “N”, mientras
que el carboxilo terminal es sefialado con la letra “C”. En el inciso A, en amarillo se sefialan
los enlaces disulfuro que estabilizan la estructura de la toxina.

Previo a la determinacién de la k-BUTX-Tt2b, los motivos estructurales CS-a/f parecian
estar dictados por la configuracion y disposicién espacial de los puentes disulfuro dentro de
las toxinas® 23). Sin embargo, la determinacion estructural de la x-BUTX-Tt2b aporta
evidencia experimental para debatir si la disposicion de las cisteinas y los puentes disulfuro

son la fuerza directriz del plegamiento de las KTx’s aisladas del veneno de los alacranes.
2.3 La proteina Ts16 del alacran Tityusserrulatus

La proteina Tsl6 es uno de los componentes del veneno del alacran Brasilefo
Tityusserrulatus®). La Ts16 se compone por 29 aminoacidos y presenta el 86.0 % de identidad
con la toxina k-BUTX-Tt2b®). La estructura de la Ts16, asi como su configuracion de puentes
disulfuro, ha sido estimada por homologias llegando a proponerse que pertenece al grupo de
toxinas con un motivo estructural CS-a/f y la configuracion clasica® para de los pares de

cisteinas: C1-C4, C2-Cs y C3-Ce.
10 2|O
Ts16/1-29 GCM K.CAGICIGIV-CLECIC | PI
k-BUTX-Tt2b/1-28 GCMP CAGQCRGKYV CL CRC -
Figura 2.2. Alineamiento (MAFFT(24)) de las secuencias primarias de Ts16 y la toxina k-BUTX-Tt2b.
La identidad entre las proteinas alineadas es del 86.0 %.
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En el alineamiento entre las secuencias primarias de la k-BUTX-Tt2b y la Ts16, mostrado
en la Figura 2.2, se resalta la similitud entre ellas, asi como las 4 diferencias importantes. Los
cambios de k-BUTX-Tt2b a Ts16 son: En el sitio 4 del alineamiento se intercambia prolina por
lisina; en el sitio ndmero 23, la asparagina es sustituida por una histidina; la arginina del sitio
numero 25 se sustituye por lisina y la ultima diferencia es la presencia de una prolina dentro

de la secuencia de Ts16, inexistente en la k-BUTX-Tt2b.

Por la alta similitud en las secuencias de aminoacidos, la Ts16 se puede emplear para
corroborar si otra proteina posee el mismo plegamiento de la k-BUTX-Tt2b. Para este fin, la
confirmacién del plegamiento puede verificarse con la obtencién de proteina del organismo

productor o mediante la produccién de la proteina recombinante Ts16.
2.4 Produccion de proteinas recombinantes

Las proteinas obtenidas por la expresiéon de genes producto de un proceso de
recombinacion genética, son llamadas proteinas recombinantes. En biologia molecular, se
utiliza la ingenieria genética para generar material genético que puede usarse en la

produccién de proteinas(25 26), ademas de otras aplicaciones.

La biosintesis de proteinas recombinantes es una de las estrategias mas recurrentes para
la produccidn de proteinas cuya finalidad, entre otras, es el estudio estructural. Esta estrategia
implica la manipulaciéon e introduccién del material genético de los microorganismos
productores, subsecuentemente induciendo en ellos la expresion de los genes insertados,

especificos de las proteinas de interés cientifico o biotecnolégico(25: 26),
2.4.1 Lareaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction; PCR) es la
metodologia mas usada para amplificar fragmentos de ADN. Con algunas variaciones, esta
metodologia se puede usar para modificar (mutar) regiones especificas de ADN. Esta reaccién
permite aprovechar la replicacion del material genético catalizada por una ADN polimerasa
termoestable. Con base en esta reaccidon controlada por la temperatura, se ha disefiado la
metodologia para replicar cadenas de ADN utilizando ciclos térmicos para la activacion y
desactivacion de la actividad catalitica de la polimerasa, asi como para el alineamiento y

apareamiento de las bases complementarias en la doble hebra del ADN(25: 26),

Un ciclo convencional de PCR consta de los siguientes 3 pasos: 1) desnaturalizacion
(ruptura de los puentes de hidrégeno responsables del apareamiento de las hebras del ADN);

2) alineamiento (restablecimiento de los puentes de hidrogeno entre las bases

_6_
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complementarias de dos hebras de ADN) y 3) extensidn (replicacién de la cadena de ADN a la

temperatura en la cual la ADN polimerasa posee actividad catalitica(@7).

Usando la técnica de PCR una molécula de ADN puede modificarse (mutarse)
premeditadamente en regiones especificas. Las mutaciones especificas se logran con el uso de
un fragmento de ADN denominado cebador (“primer” en inglés), que contiene en la parte
central de la secuencia de los nucle6tidos la mutacién deseada y en los extremos 5 y 3’
regiones especificas del ADN sin mutaciéon que sirve de molde. Previa desnaturalizacion del
ADN molde, los extremos de las hebras del fragmento de ADN mutado se adhieren al ADN
molde a la temperatura de alineamiento, insertando de este modo la mutacién. Después de
este paso, entra en accion la ADN polimerasa, replicando el resto de las bases construyendo
una hebra mutada complementaria a la hebra molde. Asi es posible modificar la secuencia de

nucledtidos dentro de una molécula de ADN27),
2.4.2 Transformacion y expresion de proteinas recombinantes

La transformacién es la alteracién genética de una célula bacteriana resultado de la
introduccién y expresién de material genético libre(26). Para que esto sea posible, es necesario
que las células se encuentren en un estado que permita la incorporacién de ADN libre en el
ambiente exo6geno. Por lo anterior, la obtencion de células competentes es un proceso
importante en la transformaciéon y la subsecuente obtencidn de proteinas recombinantes. La
gran mayoria de las células no son competentes de forma natural. Este estado se induce
regularmente colocando células en “estrés” con disoluciones de CaCl,, entre otras. El “estrés”
al cual es sometida la célula estimula mecanismos de recombinacién y el paso del material
genético al interior de la célula. Posteriormente, con la expresion del material genético

introducido al interior de la célula se completa la transformacion genética(26).
2.5 Técnicas para la purificacion de proteinas

En la actualidad, existen técnicas eficientes para la purificacién de mezclas complejas de
proteinas como las provenientes de extractos celulares. Las técnicas de mayor eficiencia son
regularmente cromatograficas. Este ultimo tipo de técnicas permite la purificacion de
péptidos y proteinas aprovechando sus caracteristicas fisicoquimicas. Dos ejemplos son la
cromatografia de afinidad metal quelato (CAMQ) y la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), la cual cuenta con un gran poder de resolucion. Esta ultima técnica se utiliza como
método de separacion aprovechando las caracteristicas quimicas de las moléculas en una

mezcla. Ejemplos de esto son el intercambio idnico y la fase reversa.
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Una de las grandes ventajas de la utilizacién de la tecnologia recombinante es que las
proteinas pueden ser disefiadas con secuencias de aminoacidos especificas que facilitan su
purificacién e identificacion, estas secuencias son conocidas como etiquetas. Una de las
etiquetas mas utilizadas es una secuencia de 6 histidinas que permite la purificacion de
proteinas mediante cromatografia de afinidad metal quelato, aprovechando la coordinacion
entre los grupos imidazolicos presentes en las histidinas y los cationes metalicos tales como
Cu?+ y Niz+. Al pasar una mezcla de proteinas por una columna activa la mezcla se fracciona
gracias al efecto de coordinacion. El incremento de la concentracién de imidazol en disolucién
desplaza a los grupos previamente coordinados al metal fijado en la fase estacionaria. La
afinidad de las histidinas al metal fijado también puede ser modulada por el pH alterando el
grado de ionizacion de grupos cargados en el ligando o en la proteina. Esta cromatografia es
generalmente utilizada como primer paso de purificacidn, ya que por esta metodologia resulta

dificil obtener fracciones con una solo tipo de proteina.
2.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia para proteinas

La purificacién con esta técnica consigue la mayor pureza de una mezcla de proteinas.
Algunas proteinas de bajo peso molecular en esta técnica se purifican con columnas de fase
reversa C18 y en ciertos casos C12. En estas columnas la retencién es proporcional al caracter
polar de las moléculas que atraviesan por la columna#, siendo las particulas menos polares las
mas afines a la columna. Si la elucién comienza con un disolvente polar como H:0, las
sustancias que abandonaran primero la columna serdn las mas polares, es decir, las que casi
no interactiian con la columna. Para la elucidn total de todas las sustancias introducidas a la
columna se utilizan una fase moévil menos polar, por ejemplo, acetonitrilo. Estos disolventes
son comunmente utilizados en la separacion de proteinas por HPLC en fase reversa.
Regularmente, a estos solventes se les agrega acido trifluroacético (TFA) que ayuda con la
neutralizacién de grupos silano libres en la columna, ademéas de neutralizar las cargas en la
proteina (en los aminoacidos cargados) lo que mejora la interaccién con la fase estacionaria y

por ende la separacién cromatografica(@s).
2.6 Caracterizacion de proteinas recombinantes

Las principales pruebas de caracterizacion de una proteina recombinante es la
verificacién de la masa molecular correcta, lo que puede hacerse por espectrometria de

masas. Con esta técnica analitica, ademas del peso molecular, se pueden encontrar la cantidad

¥ El tamafio y forma de una proteina modifica la distribucién de las cargas en la molécula, lo cual se
traduce en una modulacién del caracter polar.

_8_
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de puentes disulfuro formados haciendo calculos entre el valor esperado de la proteina con y

sin puentes disulfuro (grupos tiol de las cisteinas oxidados o reducidos respectivamente).

Unas de las técnicas mas especializadas para la caracterizacién de una proteina son las
utilizadas para la determinacién de su estructura tridimensional: difraccién de rayos X y RMN.
La técnica mas utilizada es la difraccién de rayos X. En esta técnica es necesario contar un
cristal de la proteina bajo estudio, el cual debe de ser capaz de difractar los rayos X que
inciden sobre él. En ocasiones, el proceso de cristalizacién de algunas proteinas (en particular,
proteinas de bajo peso molecular) resulta ser infructuoso, limitando el estudio estructural por
difraccion de rayos x. En estos casos la alternativa es realizar el estudio estructural por

resonancia magnética nuclear.

2.7 Determinacion estructural de proteinas por resonancia
magnética nuclear

A partir del descubrimiento e implementacién de la RMN como técnica espectroscépica
para el andlisis de la materia(2% 39), esta se ha convertido gradualmente en una extraordinaria
herramienta para su estudio. En la actualidad la RMN es utilizada para determinar algunas de
las estructuras moleculares de mayor complejidad como los polisacaridos, moléculas de ADN

y proteinas(31:32:33), entre otros.
2.7.1 La utilidad de la propiedades nucleares en las proteinas

En la RMN se aprovecha la propiedad atémica del espin nuclear®4. Mediante la aplicacion
de campos magnéticos y secuencias de pulsos es posible obtener informaciéon que, mediante
su correcta interpretacion, hace posible el estudio de la materia a nivel atémico. La aplicacion
de un campo magnético externo a los nucleos susceptibles (espin nuclear distinto de cero)
separa los estados energéticos degenerados. La separacidon es proporcional a la intensidad del
campo magnético, entre mayor sea separacion de los estados es mas facil detectar las
transiciones energéticas, lo cual se traduce en una mejora sustancial en la recoleccién de la

informacidn. Dicha informacién es extraida mediante la aplicacion de secuencias de pulsosG4.

Los nucleos activos de mayor importancia en la RMN aplicada a proteinas son los is6topos
de 1H, 13C y 15N; lo cuales poseen un espin nuclear igual a %, asi como el 2H que tiene espin
uno. Estos nucleos atdmicos estan presentes en las proteinas en distintas proporciones. Para
conocer la factibilidad de obtener sefiales en RMN correspondientes a un nucleo “X” se utiliza
el pardmetro de la receptividad relativa respecto a un ntcleo de referencia “Y” (DY). Este

pardmetro considera la abundancia isotdpica, la constante giromagnética y el espin nuclear

_9_
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del atomo “X”. En estos términos, la receptividad referenciada a 13C del isotopo de hidrogeno
1H, es D¢ = 5.87 x 103. En contraste, los isotopos de 13C y 15N poseen valores de D¢ de 1.00 y
2.25 x 102, respectivamente. Lo anterior refleja una fuerte limitaciéon para efectuar

experimentos en RMN de 13C y 15N en proteinas.

En ocasiones, para llevar a cabo los estudios estructurales de proteinas por RMN, es
necesaria la incorporacion a la molécula de los isotopos 13C y 15N para aumentar la extraccion
de la mayor informacién posible para la determinaciéon estructural, interacciéon
intermolecular, etcétera. Sin embargo, bajo ciertas circunstancias (poco traslape de las
sefiales), puede realizarse la determinacion estructural de proteinas sin la necesidad de
incorporar los isotopos de 13C y 15N. En este escenario, la proteina estudiada es sometida a
distintos experimentos de 'H-RMN para obtener la informacién suficiente que lleve a la
obtencién de la estructura tridimensional. El proceso global para la determinacion de la

estructura de una proteina por RMN se resume graficamente en la Figura 2.3.

Adquisicion y Calculo y evaluacion . .
. Refinamiento por
procesamiento de los con los datos e
.. dinamica molecular
espectros de RMN ) espectroscopicos
. ‘. . Determinacion de Evaluacion y deposito
Asignacion de sefiales . . ,
cistemas de espin interacciones a través de la estructura en
{ y P ) E> del espacio PDBy BMRB

Figura 2.3. Esquema general para la determinacién de estructuras de proteinas por RMN. Las
flechas en contrasentido representan un proceso iterativo entre los recuadros que sefialados por
ambas flechas. El proceso iterativo es controlado por el criterio del interpretador.

Los experimentos de RMN que normalmente se hacen con una proteina sin
enriquecimiento isotdpico son los experimentos en dos dimensiones 1H, 1H TOCSY; 'H, H
COSY y H, H NOESY. Para la correcta interpretacién de estos espectros es importante
conocer la secuencia de aminoacidos, pues de no conocerla el proceso de asignacion se

convierte en un procedimiento ambiguo susceptible a una enorme cantidad de erroresG.

Algunos especialistas en la determinacién de estructuras de proteinas por RMN reportan
sus estructuras en el PBD sin pasar por el proceso de refinamiento de dindmica molecular
(Figura 2.3). No obstante, la estrategia para la determinacién estructural de una proteina
puede contemplar la inclusién del refinamiento por dindmica molecular®); cuya eficacia
estara totalmente sujeta a la forma a la calidad de los parametros incluidos en el campo de

fuerza utilizado.
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2.7.2 Refinamiento por dinamica molecular de estructuras de proteina

En las estructuras de proteina determinadas por RMN, regularmente existen regiones que
no pueden ser definidas en la estructura, debido principalmente, a la gran movilidad de estas
regiones6). Estos grados de libertad en la estructura son intrinsecos a la naturaleza de la
estructura. Para tratar de observar las conformaciones mas estables de dichas regiones, en
caso de existirlas, se pueden utilizar los calculos de dindmica molecular de proteinas(5).
Mediante estos calculos de refinamiento las estructuras determinadas por RMN son sometidas
a condiciones simuladas de la forma mads realista posible, esto es, con la inclusién de
restricciones fisicoquimicas dentro de los calculos de dindmica molecular@3)(potenciales
electroestaticos, constantes dieléctricas, disolventes, pH, temperatura, etc.). Estos calculos
suelen tener un alto precio computacional (tiempo para completar el calculo) debido al

tamafio de los sistemas estudiados.
2.8 Superficie de potencial electroestatico

El potencial electroestatico es una propiedad fisica intrinseca de las particulas eléctricas.
Esta propiedad es consecuencia de las interacciones coulémbicas entre dos particulas
cargadas a través del espacio. El calculo de esta propiedad es una excelente forma de explicar

algunas interacciones intermoleculares, especialmente entre moléculas biol6gicasG7).

Un mapa del potencial electroestatico de una proteina permite visualizar de una manera
facil las zonas donde se concentra el potencial eléctrico y donde es nulo. Para calcular el
potencial de macromoléculas como proteinas, ADN, ARN, entre otras, se han implementado
recientemente métodos numeéricos para resolver computacionalmente la ecuacién de Poisson-
BoltzmannB7). Esta ecuacién calcula el potencial eléctrico del soluto en funciéon de las
propiedades dieléctricas del soluto y del disolvente, ademas de la fuerza iénica de la
disolucién y la accesibilidad de los iones al seno del solutoG7).

2.9 Hipoétesis

Dada la gran identidad entre las secuencias de la toxina k-BUTX-Tt2b y la proteina Ts16, la
estructura de la proteina recombinante GS-Ts16 debe de presentar el motivo estructural CS-

o/a comprobando la existencia de un nuevo tipo estructural de KTx’s con 6 cisteinas.

2.10 Objetivos

e Obtener la cantidad suficiente de proteina recombinante GS-Ts16 para los

estudios por resonancia magnética nuclear.
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e Determinar la estructura tridimensional de la GS-Ts16 por resonancia magnética
nuclear.

e Comparar la estructura tridimensional de la GS-Ts16 con la k-BUTX-Tt2b.



3 DISENO EXPERIMENTAL

Para conocer la conformacién tridimensional por RMN de la proteina Ts16 fue necesario
plantear la obtencién de forma recombinante. El disefio experimental para la obtencion,
purificacién y elucidacién estructural de la proteina Ts16 consistié en la construcciéon del
plasmido para la expresion en E. coli. Seguido de la biosintesis, se plantearon las estrategias
cromatograficas y la reaccion enzimatica para finalmente purificar la proteina GS-Ts16. Una
vez obtenida y purificada se plane6 la caracterizacion de la proteina recombinante utilizando
espectrometria de masas. Finalmente, el punto medular del trabajo experimental se abordd

con la obtencion e interpretacion de los espectros de RMN de la proteina Ts16.
3.1 Biosintesis de Ts16

Se plante6 obtener Ts16 recombinante utilizando las cepas de E. coli Rosetta™ y Tuner™,
esperando que una de estas cepas produjera cuantitativamente proteina de fusion. Para tales
fines fue necesaria la construccién del pldsmido Ts16-pET32a, que fue construido a partir del
plasmido k-BUTX-Tt2b-pET32a, haciendo las mutaciones especificas y una insercién con el
diseno de los oligonucledtidos necesarios, corroborando cada mutacién por secuenciacion

hasta la obtencién del plasmido correcto.
3.1.1 Obtencion del plasmido Ts16-pET32a

A partir del pldsmido para sintetizar toxina k-BUTX-Tt2b se diseflaron 6 oligonucleétidos
para realizar las mutaciones especificas mediante PCR. El alineamiento de secuencias de
aminodcidos de la Figura 2.2 (p.5) muestra las diferencias entre las secuencias primarias de
ambas proteinas. De acuerdo a estas diferencias se orden¢ la sintesis de los 6 oligonucleétidos
presentados en la Tabla 3.1. Las mutaciones al plasmido original fueron planeadas para
realizarse de forma sucesiva. Los primeros 2 oligonucleétidos de la Tabla 3.1 (TS16-1-FWD y
TS16-1-RVS) se disefiaron para modificar los codones de la prolina nimero 4 en la secuencia
de aminoacidos de k-BUTX-Tt2b, codificando para lisina en el plasmido mutado. El segundo
par de oligonucleétidos (TS16-2-FWD y TS16-2-RVS) se disefid con los codones necesarios
para el cambio simultaneo a histidina y lisina en las posiciones 23 y 25, respectivamente, en el
plasmido previamente mutado. El ultimo par de oligonucleétidos (TS16-3-FWD y TS16-3-
RVS) fue disefiado para insertar los codones de prolina en la posicion 28 de la secuencia de x-
BUTX-Tt2b, desplazando a la arginina a la ultima posiciéon en la proteina Ts16. Con la

confirmacion de la altima mutacién, se obtiene el plasmido Ts16-pET32a el cual contiene la
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informacién necesaria para la expresidn de la proteina de fusidén, representada en la Figura
3.1.

Tabla 3.1. Oligonucleétidos utilizados en la obtencién del pldsmido Ts16-
pPET32a a partir del plasmido k-BUTX-Tt2b-pET32a.

Clave 5'>3

TS16-1-FWD ggttctggttgtatgaaggagtactgtgcaggt
TS16-1-RVS acctgcacagtactccttcatacaaccagaacc
TS16-2-FWD gattattgcctgaagcactgcaagtgcatccgttaagga
TS16-2-RVS tccttaacggatgcacttgcagtgcttcaggcaataatce
TS16-3-FWD cactgcaagtgcatcccacgttaaggatccgaa
TS16-3-RVS ttcggatccttaacgtgggatgcacttgcagtyg
Tiorredoxina 6 X His | " pe cronerimento Ts16

Figura 3.1. Representacién de la proteina de fusién. En la figura se representan las regiones que
constituyen a dicha proteina: el dominio de tiorredoxing, la secuencia de 6 histidinas consecutivas,
el sitio de corte con trombina y la secuencia de aminodcidos de la proteina Ts16.

3.1.2 Produccion de Ts16 en Escherichia coli

Después de obtener el material genético para la biosintesis de Ts16, el paso siguiente es la
insercion del material genético en las bacterias productoras mediante la transformacion de
células competentes de las cepas Rosetta™ y Tuner™ de E. coli. Para inducir la expresion del
material genético, ya introducido en las bacterias, es necesaria la adiciéon de isopropil B-
tiogalactopiranosa (IPTG) cuando estas se encuentran en la fase logaritmica del crecimiento
bacteriano (densidad éptica a 600 nm igual a 0.700 unidades de absorcién). La expresion de la
proteina de fusién (Figura 3.1) debe monitorearse en ambas cepas para determinar el tiempo

de maxima expresion a 30°C y cantidad de proteina de fusién producida.

Una vez que se conoce la cinética de expresion de la proteina de fusion, es posible inducir
la produccién de proteina de fusién a mayor escala. Con ello se logra conseguir la obtencién
de suficiente muestra para los estudios de RMN. Luego de la biosintesis de proteina de fusién
se debe extraer del microorganismo para posteriormente purificar Ts16. Para ello, las células
productoras se pueden colectar por centrifugaciéon a 5’000 x g, 4°C, por 10 minutos. Después
de la colecta, es necesario resuspender al paquete celular en BLI (Apéndice A.1 p. 46) para
realizar la lisis celular por golpes sonicos. El extracto celular obtenido de la lisis se fracciona
en parte soluble e insoluble por centrifugacién a 39’000 x g, 4°C, por 30 minutos. La parte

soluble se puede purificar con las técnicas y estrategias a continuacidn descritas.
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3.2 Purificacion

La purificacion de la proteina recombinante Ts16 se disefié en 3 pasos de acuerdo a las
caracteristicas de la proteina de fusidn: aislamiento de la proteina de fusiéon del extracto
celular, corte de la proteina de fusion con trombina y purificacion de GS-Ts16 por

cromatografia liquida de alta eficiencia de fase reversa.
3.2.1 Aislamiento del extracto celular

La mezcla de proteinas en el extracto celular puede fraccionarse con la utilizacién de una
columna de afinidad metal quelato. En este tipo de columnas, las proteinas que poseen
aminodcidos cuyas cadenas laterales son capaces de coordinar iones metdlicos, son retenidas
por los iones fijos en la fase estacionaria de la columna. La proteina de fusién posee la
caracteristica anterior, ayudando a purificarla del extracto celular por medio de esta técnica.
Después de pasar el extracto celular, se lava la columna con BLI para eliminar la mayor
cantidad posible de las proteinas retenidas con baja afinidad. Una vez lavada la columna las
proteinas retenidas se desplazan saturando los sitios de coordinacion con imidazol. Esta

ultima fraccién contiene mayoritariamente proteina de fusion.
3.2.2 Corte con trombina

Una vez aislada del extracto celular, la proteina de fusiéon es necesario el corte para
obtener GS-Ts16. Previo al corte, la proteina debe ser dializada para eliminar la alta

concentracion de imidazol, ya que es un obstaculo para la reacciéon enzimatica.

La estrategia es utilizar el sito de corte especifico para la proteasa trombina, con el cual
fue concebida la proteina de fusién (Figura 3.1). Esta enzima reconoce la secuencia de
aminodcidos en la proteina de fusién L-V-P-R-G-S hidrolizando el enlace peptidico entre los
aminoacidos R y G. El sitio de corte fue colocado inmediatamente antes de la secuencia de
aminoacidos de la proteina Ts16 para que al momento de cortar la proteina de fusion, la GS-
Ts16 fuese separada. Esta proteina se aisla del domino de tiorredoxina (residuo de corte)
nuevamente por cromatografia de afinidad metal quelato y después por cromatografia liquida

de alta eficiencia.
3.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia

La proteina Ts16 obtenida de la reaccion del corte con trombina de la proteina de fusion,
debe de ser separadas de aditivos, impurezas y de otras proteinas para caracterizarla

adecuadamente. Una manera de hacer la purificacién de proteinas es por cromatografia
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liquida de alta eficiencia de fase reversa, utilizando columnas C18 y en ocasiones C12. La
técnica para la purificacion de GS-Ts16 utiliza gradientes de H0 y acetonitrilo, ambos con
TFA al 0.05% v/v para neutralizar las cargas dentro de la proteina. Esta técnica es el paso final
de la purificacion. Antes de caracterizar e introducir la muestra de proteina al equipo de RMN,
es necesario liofilizar por completo la fraccién con la proteina objetivo para retirar el agua y

acetonitrilo con TFA.

3.3 Caracterizacion

3.3.1 Determinacion del peso molecular y presencia de puentes disulfuro

La técnica elegida para determinar tanto el peso molecular asi como la presencia de
puentes disulfuro es la espectrometria de masas por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time Of Flight). Con esta técnica de alta resolucién y con una buena
calibracidn, se pueden llegar a observar diferencias de hasta una unidad de masa entre los
compuestos analizados. Por esta caracteristica, esta técnica espectroscopica es apropiada y
confiable para determinar la masa de una proteina, ademas de determinar la presencia de

cisteinas, oxidadas o reducidas, o cualquier otra modificacién en dicha molécula.

La determinacién de la cantidad de puentes disulfuro en una proteina se puede hacer
mediante la obtencion de los espectros correspondientes a la proteina con los puentes
disulfuro formados y de la especie reducida, dnicamente en los grupos tiol de las cisteinas.
Observando las diferencias de los pesos moleculares se puede llegar a inferir la presencia o
ausencia de puentes disulfuro en la muestra de proteina analizada de la siguiente forma: para
cada puente disulfuro presente en una proteina la diferencia en el valor de la relaciéon
masa/carga entre la especie oxidada (puente disulfuro) y la reducida (ausencia de puente)
deberia ser de 2 unidades exactamente, las cuales corresponden a la reduccién de los dos

grupos tiol involucrados en un puente disulfuro.
3.4 Determinacion estructural por resonancia magnética nuclear

Finalmente, después de obtener la cantidad suficiente de proteina recombinante, es
necesario preparar 300 puL de una disolucién 1.0 mM de proteina en 95.0 % H,0/ 5.0 % D-0.
Con esta disolucién se pueden obtener y procesar los espectros 1H; 1H, 1H TOCSY; 1H, tH COSY

y 1H, tH NOESY; los cuales sirven para determinar por RMN la estructura tridimensional.
3.4.1 Asignacion secuencial de los sistemas de espin

Para logra la correcta identificacidon de los sistemas de espin de una proteina es necesario

conocer la secuencia de aminoacidos que la conforman. Cada tipo de aminoacido posee un
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patron caracteristico de sefiales COSY y TOCSY31 mejor conocido como sistema de espin. La
identificacion de cada uno de los sistemas de espin de los aminoacidos dentro de una proteina
permite la asignacién secuencial utilizando de acuerdo a la metodologia establecida por Kurt

Wiithrich®31:32) para la determinacion estructural de proteinas por RMN.

Debido a la cercania espacial entre los protones de amida (1HN), los protones unidos al
carbono alfa (1H%) y los protones 3 de la cadena lateral (1HP) se puede realizar el siguiente
proceso para determinar la conexién e identificacion de los sistemas de espin secuenciales: en
el desplazamiento quimico del protén HN del sistema de espin del aminoacido n, se pueden
identificaren el espectro NOESY las sefiales correspondientes a los protones tHe y tHB de del
aminoacido n-1. De este modo y con la secuencia de los aminoacidos en la proteina, pueden
asignarse secuencialmente los sistemas de espin de los aminodcidos presentes en una

proteina (cuando no hay demasiado traslape de sefales).

Con la identificacion de los sistemas de espin completa, el resto de sefiales nOe sin
asignacidn son correlacionadas con las asignaciones de otros sistemas de espin. Por ejemplo,
la interaccion a través del espacio entre los protones de la cadena principal 1HN y tHe de los
aminodacidos n y n+5, respectivamente, se ve reflejada en el espectro NOESY con la presencia
de una sefal cuyos desplazamientos quimicos corresponden al de !HN del aminoacido n en
una de las dimensiones y al de 'H® del aminoacido n+5 en la dimensién restante. Este
procedimiento logra encontrar las sefiales que proporcionaran mas adelante las restricciones

de distancia en la estructura bajo analisis.

Cuando la asignacion del espectro NOESY es completada, el siguiente paso es la
determinacién cuantitativa de las restricciones de distancia. Para este fin, es necesario
integrar correspondiente a cada una de las sefiales del espectro NOESY y determinar las
distancias en funcidn del valor de la integral de cada sefial nOe. Después, mediante la ecuacién
3.1 se establecen cada una de las distancias r; dentro de la estructura, tomando en cuenta una
distancia de referencia rrs, el valor de la integral en el espectro correspondiente a la integral
de la referencia Srer y €l valor de la integral de la distancia que se debe establecer S;. Una vez
completado este paso, se procede a la evaluacién de la asignacién comparando el valor de los
desplazamientos quimicos de cada sefial con los valores estandar para el tipo de atomo
asignado, seguido del calculo de la estructura en funcién de los angulos de torsiéon dentro de la

proteina.

=g (3.1)
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3.4.2 Calculo de angulos de torsion

El calculo de angulos y evaluacién de la asignacion (Figura 2.3 p.10) se realiza tomando en
cuenta cada una de las asignaciones y restricciones de distancia del espectro NOESY. Estos
calculos se realizan con la ayuda de programas computacionales capaces de hacer una
estadistica de los desplazamientos quimicos de cada 4tomo asignado dentro de la estructura
proteica, comparando los resultados con los valores reportados para cada tipo de atomo. Esta
comparacion en programas como CYANA 2.0 ayuda a evaluar la asignacién y sugiere la
modificaciéon de las asignaciones que no concuerdan con los valores de la base de datos

utilizada para la comparacion.

Una vez que se cuenta con una evaluacién favorable de la asignacion, la estructura de la
proteina debe calcularse respetando las restricciones encontradas por RMN, minimizando el
valor de los angulos diedros cuyo valor aun no ha sido determinado. Esta es la tUnica
modificaciéon implementada en el algoritmo de CYANA 2.0, ya que las distancias atémicas de
los grupos unidos covalentemente, asi como los dngulos de enlace y la quiralidad de algunos
grupos atémicos, permanecen invariantes durante todo el proceso de calculo. Los angulos
diedros son modificados iterativamente hasta llevarlos a los valores que mejoran la
conformacion de la proteina. Con las estructuras resultantes de este tipo de calculo se

conforma un ensamble con las 20 mejores estructuras.
3.4.3 Refinamiento de la estructura por dinamica molecular

Finalmente, las 20 estructuras seleccionadas en el programa CYANA 2.0 son sometidas a
un refinamiento por dindmica molecular de acuerdo a la metodologia propuesto por Bin Xia y
coautores®3) en el programa AMBER 9. Esto tiene como finalidad encontrar Ilas
conformaciones con la menor energia posible minimizando los grados de libertad dentro de la
estructura de la proteina, ademds de estimar la estructura de la forma mas realista posible con

la inclusion de moléculas de disolvente.
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4.1 Obtencion del gen Ts16-pET32a

El gen codificante para la biosintesis de Ts16 se obtuvo al mutar consecutivamente 3
regiones del gen utilizado para la obtencidn de k-BUTX-Tt2b. Al final y entre cada mutacion el
producto de PCR fue amplificado, purificado y, posteriormente, secuenciado para corroborar

los resultados de cada mutacion.

La primera mutacidén sobre la secuencia de k-BUTX-Tt2bse realiz6 en el aminoacido
ndmero cuatro. Mediante PCR se muté prolina por lisina utilizando los oligonucleétidos
disenados para este fin. Sobre el producto obtenido y con la secuencia de nucledtidos

confirmada se realiz6 la siguiente mutacion.

En la segunda mutacién se modificaron los codones de la asparagina en la posiciéon 23
para sustituirla por histidina y los codones de la arginina en la posiciéon 25 para cambiarlos
por el triplete de lisina. Ambas modificaciones fueron realizadas en una misma reacciéon de
PCR utilizando un solo oligonucledtido para la doble mutacién. El producto de esta reacciéon

fue amplificado, secuenciado y tomado como el punto de partida para la altima modificacion.

La tercera y ultima mutacién corresponde a la insercion de los codones de prolina en el
sitio nimero 28 de la secuencia de aminoacidos de la toxina k-BUTX-Tt2b. Con esta ultima
modificacién y confirmacién de la secuencia de aminoacidos se obtuvo el gen (plasmido) de la

proteina de fusién de la Ts16, el cual se nombré Ts16-pET32a.
4.2 Expresion en Escherichia coli

El plasmido Ts16-pET32a se introdujo en cepas de Escherichia coli transformando células
competentes de las cepas Rosetta™ y Tuner™. Cada cepa transformada se inocul6 en 200 mL
de medio cultivo Luria Bertani (LB) con los antibi6ticos apropiados. Los 200 mL se incubaron
por 16 horas, a 37°C. Se transfirieron cincuenta mililitros del inocul6 de 16 horas a un matraz
Fernbach de 2.8 L conteniendo 1.5 L. de medio LB y antibiéticos (ampicilina 100 pg/mL para
Tuner™; para Rosetta™ ampicilina 100 ug/mL y cloranfenicol 34 pg/mL). El matraz Fernbach
inoculado se incubd a 37°C monitoreando a 600 nm el valor de densidad dptica del cultivo
bacteriano. Cuando el valor de la densidad éptica fue de 0.700, la temperatura de incubacion
se fijo en 30°C y la induccién de la expresidn regulada por el sistema T7 se realiz6 con la

adicién de IPTG 1.0 M, hasta que se alcanz6 una concentracién de 0.5 mM de este reactivo en
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el cultivo bacteriano. Después de la induccién la expresion de ambas cepas se monitored
tomando en intervalos constantes de tiempo un mililitro de cultivo bacteriano, centrifugando
para colectar el paquete celular, resuspendiendo las células en 60 pL de BLI, extrayendo las
proteinas por lisis celular y analizando por electroforesis desnaturalizante la produccion de

proteina en funcion del tiempo.
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Figura 4.1. Cinética de expresién de la proteina de fusién en la cepa de E. coli Rosetta™. El peso de la
proteina de fusién de 21’000 Da concuerda con la banda cuya intensidad es creciente, en los carriles de
izquierda a derecha. El tiempo de induccién se fijé en 16 hrs de acuerdo a los resultados presentados en
este gel de electroforesis (SDS desnaturalizante).
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Figura 4.2. Cinética de expresién de la proteina de fusién en la cepa de E. coli Tuner™. El peso de la
proteina de fusién de 21°000 Da concuerda con la banda cuya intensidad es creciente, en los carriles de
izquierda a derecha. El tiempo de induccidén con esta cepa se puede establecer de 12 a 16 hrs de

acverdo a los resultados presentados en el gel de electroforesis (SDS desnaturalizante).
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Ambas cepas presentaron un comportamiento similar en la producciéon de proteina de
fusién. El punto de maxima produccién en ambas cepas se alcanza a las 16 horas después de
inducir con IPTG. Se opt6 por utilizar Rosetta™ como cepa productora por la notable facilidad
para ser lisada respecto a la cepa Tuner™. El tiempo de induccidn se fijé en 16 horas con una

concentracion 0.5 mM de IPTG y una temperatura de incubacion de 30°C.

Con la finalidad de obtener la cantidad suficiente de proteina para los estudios
estructurales y de caracterizacidn se inocularon, incubaron e indujeron con las condiciones
optimas un total de 12 litros de LB. Después de alcanzar el punto de maxima produccion se
colecto el paquete celular centrifugando el cultivo bacteriano a 6’500 x g por 20 minutos a una
temperatura de 4°C. El rendimiento promedio de paquete celular por litro de cultivo fue de
2.13 g/L. Seguido de la colecta de células, las bacterias fueron resuspendidas en la disolucién
amortiguada BLI adicionada con fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1.0 mM, de acuerdo a

la siguiente relacion:

19 pellet
o peE 4.1
25mL,, (4-1)

El paquete celular resuspendido fue sometido a lisis mediante golpes sénicos. Cada golpe
aplicado fue equivalente a 40 Watts de potencia con una duracién de 15 segundos. Los golpes
fueron repetidos hasta completar 10 minutos de proceso de lisis, con intervalos de descanso
de 30 segundos, entre cada golpe. Del extracto resultante de la lisis celular la proteina de

fusion fue inmediatamente aislada.
4.3 Purificacion

El extracto celular fue centrifugado a 39’000 x g durante 30 minutos para luego separar
las fases de la disolucién. La fase liquida fue filtrada con membranas de 0.22 um de tamafio de
poro. El extracto filtrado se pas6 a través de 2 columnas HiTrap de 5 mL conectadas en series.
El extracto que ya habia pasado a través de las columnas fue recirculado para incrementar la
cantidad de proteina de fusidn retenida por las columnas. Seguido del proceso de carga, se
lavaron las columnas pasando a través de ellas 75.0 mL de BLI (7.5 volimenes de columna
total), de este modo se eliminaron proteinas retenidas con baja afinidad a la fase estacionaria.
Posteriormente, las proteinas retenidas fueron desplazadas por imidazol al pasar por las
columnas BLII (Apéndice A.1.p. 46). Esta ultima fraccidn fue colectada por ser la fraccién

enriquecida con la proteina de fusion.

§ El proceso entero de cromatografia de afinidad metal quelato se realiz6 con un flujo de 5 mL/min.
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PM A B

Figura 4.3. Purificaciéon de la proteina de fusién.

(PM) Marcadores de pesos moleculares. (A)

Extracto celular lisado. (B) Elucién de la proteina de

fusidon con la disoluciéon amortiguadora BLII. La

fracciéon B fue colectada vy, posteriormente,
dializada contra BLI.
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La fraccion rica en proteina de fusion fue dializada contra BLI para retirar el exceso de
imidazol. La dialisis se realizé con tres cambios de disolucién amortiguadora, renovando la
disolucién a los 30, 90 y 180 minutos. Después de equilibrar por didlisis la proteina de fusiéon
en BLI se cuantifico la cantidad de proteina utilizando el método de Bradford. El rendimiento
promedio de la fraccién enriquecida en proteina de fusion se estimd en doce miligramos de
proteina total por litro de cultivo (12 mg/L). Seguido de la determinacién de la concentracion
se establecieron las condiciones del corte con trombina, para tal fin se efectu6 el monitoreo
del corte de la proteina de fusidn. Se analizaron distintas condiciones de corte para adecuar y

elegir las condiciones experimentales mas favorables, ver Figura4.4.

PM | I m v v vi vl vie IX X X X PM XIII XIV XV XVI XVII XVIII

Figura4.4. Monitoreo del corte de la proteina de fusién utilizando trombina. () Tiempo cero corte
en BLL () 1 hrs BLI. () 2 hrs BLI. (IV) 3 hrs BLI. (V) 4 hrs BLI. (VI) 6 hrs BLI. (VIl) Tiempo cero corte
en BLL. (VIII) 1 hrs BLI. (IX) 2 hrs BLL. (X) 3 hrs BLI. (XI) 4 hrs BLI. (XII) 6 hrs BLIL. (XIll) Tiempo cero
corte en Tris 50 mM pH 8.0. (XIV) 1 hrs en Tris 50 mM pH 8.0. (XV) 2 hrs en Tris 50 mM pH 8.0.
(XVI) 3 hrs en Tris 50 mM pH 8.0. (XVII) 4 hrs en Tris 50 mM pH 8.0. (XVIII) 6 hrs en Tris 50 mM pH
8.0. Concentracién de proteina de fusién: (I-VI) = 3.0 mg/mL; (VII-XIl) = 2.0 mg/mL; (XII-XIX) =
3.0 mg/mL.
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Las mejores condiciones que se probaron para el corte de la proteina de fusién, fueron con
una concentraciéon de proteina de fusién de 3 mg/mL utilizando BLI como disolucién
amortiguadora adicionada con 2 mM de CaCl. Transcurrido el tiempo necesario para el corte
(4 horas), la reaccién de corte se filtré (por membranas cuyo tamafio de poro fue de 0.22 um)
y fue nuevamente pasada por una columna de afinidad metal quelato de 5 mL para retirar el
residuo del corte. La fraccion con GS-Ts16 se colecté lavando la columna de afinidad con 5

volimenes de columna (25 mL) de disolucién amortiguadora BLI.
4.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia

La fraccion fue nuevamente filtrada para purificar GS-Ts16 utilizando cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC). Para la separaciéon cromatografica se utilizé6 una columna
analitica Phenomenex Japiter Proteo (C12, 4um de tamafio de particula, 90 A de tamafio de
poro y 250 mm de largo x 4.6 mm de diametro interno) en un cromatdgrafo de liquidos
Varian® ProStar. Se utilizé agua desionizada y acetonitrilo como disolventes, los cuales
fueron previamente acondicionados con la adicién de acido trifluroacético (Concentracidon
final de TFA en cada disolvente = 0.05 % v/v). La corrida cromatografica se monitore6 a 230

nm.

Productos del corte con trombina

mAu % B
150 T i T 35%
! | i Columna:
Phenomenex lipiter Proteo C12
120 7 77777777777 77777777777 | 30 Particula: 4|,Ln
| 3 5 o Poro: 90A

Dimensiones: 250Lx4.6D mm
Disolvente A:  H,0+0.05%v/v TFA

90 25% Disolvente B: ACN + 0.05% v/v TFA
Gradiente:
Minuto % A % B
60 0% 0 90.0  10.0
5 90.0 10.0
8 85.0 15.0
20 77.0 23.0
30 15% Resultados:
Pico tr Altura Area
# [min] [mAu] [mAu x min]
E : § . 1 1647 1412 329
0 ' ‘ ' 10% 2 1697 79.4 20.1
15 16 17 18 19
minutos

Figura 4.5. Cromatograma de la purificacion de Ts16. En la imagen se muestra la
separacién de los productos del corte de la proteina de fusién con la proteasa trombina. En
la imagen, también pueden observarse los detalles de la metodologia empleada en la
separacién utilizando un cromatégrafo de liquidos Varian® ProStar.
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Como puede observarse en la Figura 4.5 la purificacion por HPLC de los productos del
corte con trombina de la proteina de fusiéon no separa al 100.0 % los productos generado.
Para lograr la correcta separacién se colectaron las fracciones correspondientes a cada pico
de la Figura 4.5, se liofilizaron y se volvi6 a purificar el pico nimero 1 con el mismo gradiente.

Los resultados se muestran en la Figura 4.6.

- - L4
Segunda purificacion
mAu % B
200 T i T 35%
1 i ' Columna:
Phenomenex Jupiter Proteo C12
Particula: au
) o
160 30% Poro: 90A
Dimensiones: 250Lx4.6D mm
Disolvente A:  H,0+0.05%v/v TFA
120 25% Disolvente B:  ACN+0.05%v/vTFA
Gradiente:
Minuto % A % B
0 90.0 10.0
)
80 20% 5 90.0 10.0
8 85.0 15.0
20 77.0 23.0
a0 15% Resultados:
Pico tr Altura Area
# [min] [mAu] [mAu x min]
1 16.73 186.3 77.7
0,
0 10% 2 17.87 18.8 7.3
minutos

Figura 4.6. Cromatograma de la segunda purificaciéon del pico nimero uno de la Figura
4.5. En esta imagen es posible observar una mejor separacién. La fraccién del pico uno de
esta imagen fue la fraccién colectada y a la que se le efectué la caracterizaciéon y
determinacién estructural por RMN.

Las fracciones de la Figura 4.6 fueron colectadas y liofilizadas para la caracterizacién por
espectrometria de masas. Las condiciones y metodologia obtenidas para la separacion en la
columna analitica se escalaron a una columna preparativa Phenomenex Japiter Proteo C12 de
4um de tamafo de particula, 90 A de tamafio de poro y 100 mm de largo x 21.2 mm de
didmetro interno. Las fracciones de la purificacion en la columna preparativa fueron

liofilizadas y, posteriormente, el polvo obtenido fue pesado para obtener el rendimiento de

GS-Ts16, obteniéndose 0.56 miligramos de proteina GS-Ts16 por litro de cultivo bacteriano.

4.4 Caracterizacion
4.4.1 Espectrometria de masas MALDI-TOF

Para corroborar la obtencién de GS-Ts16 se realizdé el andlisis por espectrometria de

masas de los picos purificados por HPLC. El estudio analitico fue hecho con un espectrémetro



Resultados

de masas Bruker Daltonics MALDI-TOF en el laboratorio de servicios analiticos del Instituto
de Quimica UNAM. En el inciso A la Figura 4.7 se encontré un pico correspondiente a 3'447.98
unidades de relacién masa/carga. Al hacer los calculos para determinar el peso molecular de
la especie correspondiente a este pico, se encontré que el valor era congruente con el valor
esperado para la GS-Ts16 oxidada (formacion de puentes disulfuro); ver Tabla 4.1. El inciso B
de la Figura 4.7 se muestra un pico cuyo centro fue localizado en 3°454.03 unidades de
relacién masa/carga. Previamente, esta muestra de proteina fue sometida a una de reducciéon
de los puentes disulfuro utilizando un buffer de citratos a pH 3.0 y como agente reductor el

clorhidrato de tris-(2-carboxietil) fosfina (abreviado en inglés como TCEP).

A) Ts16 Oxidada B) Ts16 Reducida
Au Au
4000 ‘ . . 1800 . .
: |3,447.98| ; 3,454.03|
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i 800 .:_ ........ S AN L N A A e
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Figura 4.7. Espectro de masas MALDI-TOF del pico 1 purificado por HPLC. En el inciso A la masa es
congruente con el peso molecular calculado para la GS-Ts16 oxidada (con puentes disulfuro). En B se
muestra a la proteina GS-Ts16 después de someterla a una reduccién de grupos tiol de las cisteinas.
Estos resultados confirman la presencia de 3 enlaces disulfuro en la proteina Ts16.

La diferencia entre las masas determinadas en los espectros de la Figura 4.7 se resume en
la Tabla 4.1. La diferencia entre la proteina Ts16 con los residuos de cisteina oxidados (Ts16
Oxidada) y la proteina sometida a la reacciéon de reduccion, demuestran una diferencia

congruente con la presencia de 3 puentes disulfuro en la proteina recombinante GS-Ts16.
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Tabla 4.1. Resultados para la verificacién de la presencia de puentes disulfuro en la proteina
Ts16.

Relacion PM* PM*

Diferencia
Espectro masa/carga = MALDI-TOF Calculado
(m/z) (g/mol) (g/mol) |T5160xidada - TSlGReducida I
Ts16 Oxidada 3,447.98 3,446.97 3,447.08 6.06
Ts16 Reducida 3,454.10 3,453.03 3,453.08 '

*Peso molecular (PM).

4.5 Determinacion estructural por resonancia magnética nuclear

En la Figura 4.8 se muestra el espectro de RMN !H de una disolucién 3.0 mM de GS-Ts16
(pH 4.5 en mezcla de H,0 y D0 al 95:5). El espectro se obtuvo en un equipo Varian® Innova
de 500 MHz. En el espectro mostrado en la Figura 4.8 se pueden observar en la regiéon de 7.0 a
11.0 ppm sefiales correspondientes a los protones de amida de la cadena principal. La
dispersion de las sefiales en la region mencionada indica la existencia de estructura terciara™

en la proteina analizada.

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
'Hppm
Figura 4.8. Espectro 'H de la proteina GS-Ts16. En el espectro se muestra las sefiales de RMN
propias de la proteina GS-Ts16. En la regién de 6.0 a 10.2 ppm del espectro ilustrado se
observan las sefiales de los protones de amida. La dispersién de las sefiales de protones de

amida indica la presencia de distintos microambientes para cada protén de amida, esto
sugiere fuertemente la presencia de estructura terciaria en la proteina.

Para determinar la estructura tridimensional de la proteina Ts16 se obtuvieron los
espectros bidimensionales 1H, 1H TOCSY; 1H, tHCOSY y tH, 1H NOESY. La supresion de la sefial

™ Distinta a estructura aleatoria.
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de agua se efectué con la secuencia de pulsos “excitation sculpting” (Double Pulsed Field
Gradient Spin Echo; DPFGSE). Después de la obtencion, el procesamiento de los datos se
realizo en nmrPipe. En los espectros tH, 1H TOCSY y tH, 1H COSY se identificaron y asignaron
todos los sistemas de espin de la GS-Ts16 con ayuda del programa XEASY (incluido en el
software Cara 1.5.8). A la par, se determinaron las interacciones a través asignando las
sefiales del espectro tH, 1H NOESY (Figura 4.9).

Algunas de las correlaciones mas importantes que se encontraron en el espectro 'H, 1H
NOESY fueron las correlaciones utilizadas para determinar la interconexiéon de los puentes
disulfuro. Se logr6 identificar las sefiales que establecen la correlacion a través del espacio
entre los protones beta de la cisteina en la cuarta posicion, de la secuencia de aminoacido, y la
cisteina en la posiciéon nimero 26; la primera y quinta cisteina, respectivamente, presentes en
la secuencia de la GS-Ts16; (C1-Cs). De la misma forma, se asignaron sefiales para establecer la
interaccion entre las cisteinas en las posiciones 9 y 22; esto es, la segunda y cuarta cisteina,
respectivamente, en la secuencia de la GS-Ts16 (Cz-C4). No se hallaron sefiales para establecer
la hipotética interaccion espacial entre los protones beta de las cisteinas en las posiciones
numero 13 y 28 (C3-Ce). De este modo, se llego a determinar espectroscépicamente la
configuracion de los puentes disulfuro entre las cisteinas C1-Cs y C2-Cs. La conexion entre la
tercera y sexta cisteina, presentes en la secuencia de aminoacidos (C3z-Ce), se infiri6 por
eliminacion a partir de los resultados de la espectrometria de masas, en donde, se determind

la presencia de 3 puentes disulfuro en la proteina analizada; ver Figura 4.10.
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Figura 4.9. Espectro NOESY de la proteina recombinante GS-
Ts16.
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Figura 4.10. Asignaciones de las interacciones entre los protones beta de las cisteinas. En A, se
presentan las interacciones entre las cisteinas 4 y 26 (Ci-Cs). En B, las interacciones mostradas
corresponden a las cisteinas 9 y 22 de la proteina recombinante GS-Ts16.

Al final de la asignacion, el conjunto de picos en el espectro 1H, tH NOESY se integré en el

programa CYANA; con ello se establecieron las restricciones de distancias en funcién del valor

de la integral de cada senal. Posteriormente, se evalu6 la asignacién iterativamente con el

mismo programa. Después de seis iteraciones, las coordenadas atémicas de 20 estructuras se

escribieron en el archivo “final.pdb” en formato PDB. El RMSDtt (root mean square deviation;

el cual indica la divergencia entre las coordenadas atémicas de las estructuras comparadas)

del ensamble anterior fue de 0.35 A. Los resultados se muestran en la tabla Tabla 4.2.

ttRMSD calculado del aminoacido 3 al aminoacido niimero 31 en la secuencia de GS-Ts16.

28
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Tabla 4.2. Resultados de la evaluacién de la asignacién usando CYANA 2.0.

Cycle 1 2 3 4 5 6 7 Final
Peaks
selected 820 820 820 820 820 820 820
assigned 787 812 808 810 807 809 809
unassigned 33 8 12 10 13 11 11
with diagonal assighnment 15 15 15 15 15 15 15
Cross peaks
with off-diagonal assignment 772 797 793 795 792 794 794
with unique assignment 496 706 747 747 762 766 768
with short-range assignment |i-j| <=1 610 607 602 602 595 596 594
with medium-range assignment 1<]i-j| <5 8 90 90 90 91 92 92
with long-range assignment |i-j|>=5 81 100 101 103 106 106 108
Comparison with reference assignment
Cross peaks with reference assignment 708 708 708 708 708 708 708
with identical reference assignment 448 620 649 647 659 664 664
with compatible reference assignment 683 696 687 689 686 688 685
with incompatible reference assignment 2 8 14 14 15 14 17
with additional reference assignment 22 3 6 4 6 5 5
with additional assignment 8 93 92 92 91 92 92
Upper distance limits
total 407 409 406 404 404 405 412 421
short-range, |i-j|<=1 270 252 246 244 239 240 237 251
medium-range, 1<|i-j|<5 106 121 80 80 82 83 86 85
long-range, |i-j|>=5 31 36 80 80 83 82 89 85
Average assignments/constraint 2.15 1.54 1.07 1.06 1.04 1.03 1.00 1.00
Average target function value 1.15 2.57 4.10 0.36 0.21 0.20 0.19 0.17
RMSD (residues 3..31)
Average backbone RMSD to mean 0.84 0.74 0.36 0.37 0.38 0.36 0.31 0.35
Average heavy atom RMSD to mean 1.45 1.28 1.05 1.03 1.07 1.03 1.03 1.00

4.5.1 Refinamiento de la estructura

El refinamiento de las estructuras obtenidas se efectu6 con dindmica molecular utilizando
el programa AMBER 9. Las coordenadas de cada una de las estructuras refinadas se colocaron
en el archivo de depésito al Protein Data Bank (codigo 2LKA) ordenadas de la estructura de
menor a mayor energia. Los resultados de la energia asociada a cada una de las 20 estructuras

después de realizar los pasos de calculo computacional se enlistan en la Tabla 4.3.



Resultados

Tabla 4.3. Resultados de las 20 estructuras refinadas en AMBER 9.

Términos Energéticos (Kcal/mol) Numero de

Estructura
1-4 1-4 |Energia en modelo en el

calculada | gpjace | Angulo | Torsion| vDw EEL* VDW** EEL** | Amber | Feporte PDB

1 2857.3 | 65.3 271.6 | 6517.7 |-48965.3| 87.7 | 1365.8 | -37800.02 8
2 27449 61.4 285.3 | 6291.7 |-47307.2| 88.8 | 1378.2  -36457.04 13
3 2838.3| 67.5 277.2 | 6502.6 |-48800.5| 88.6 | 1350.8  -37675.42 9
4 2684.4 63.0 283.5 | 6152.6 |-46247.9| 88.5 | 1392.7 | -35583.23 16
5 3181.5| 75.7 281.7 | 7403.0 |-54061.5| 88.0 | 1354.6  -41677.09 2
6 2630.9| 69.0 280.5 | 6142.3 |-45297.9| 84.9 | 1372.8  -34717.55 20
7 2680.7 | 67.5 274.9 | 6250.7 |-45862.9| 87.3 | 1358.1  -35143.76 18
8 2749.1| 66.4 294.7 | 6333.0 |-47301.6| 88.9 | 1378.0 -36391.54 14
9 2706.1| 70.8 272.5 | 6243.3 |-46469.5| 87.7 | 1356.8  -35732.43 15
10 2819.4 | 68.1 274.0 | 6497.5 |-48391.6| 89.0 | 1378.4 -37265.00 11
11 2765.6 | 75.6 272.5 | 6363.1 |-47429.9| 87.0 | 1357.4 -36508.74 12
12 2975.2 70.0 276.8 | 6906.3 |-50815.4| 87.8 | 1374.3 | -39125.12 4
13 3425.6 | 67.4 283.2 | 7926.8 |-58267.3| 89.6 | 1367.2  -45107.44

14 2682.9 | 67.7 277.2 | 6269.3 |-46231.6| 90.6 | 1376.9  -35466.97 17
15 3058.8| 66.7 279.2 | 7096.8 |-51970.4| 88.5 | 1369.4  -40011.07

16 2886.7 | 70.4 284.3 | 6797.9 |-49388.5| 88.8 | 1368.2  -37892.32 7
17 2629.3 | 65.8 273.2 | 6069.4 |-45341.5| 89.6 | 1369.9  -34844.29 19
18 2929.6 | 66.2 275.2 | 6685.2 |-50096.5| 87.7 | 1377.4 -38675.30 6
19 2903.2 | 69.9 290.9 | 6635.6 |-50065.4| 86.6 | 1356.3  -38722.88

20 2838.5| 68.1 281.2 | 6627.2 |-48611.7| 87.9 | 1360.7  -37348.14 10

*Término de la contribucion electrostatica.
**El término 1-4 refiere alasumade las contribuciones de lasinteracciones no enlazantes entre los atomos
1-2,1-3y1-4.
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Figura 4.11. (A) Representaciéon de listones de la proteina GS-Ts16 resuelta por RMN. La figura
corresponde a la estructura con la menor energia obtenida en el refinamiento de las 20 estructura con
AMBER 9. (B) Representacién de la cadena principal de las 20 estructuras de GS-Ts16.

Del ensamble de 20 estructuras, se seleccion6 a la estructura de menor energia
(Ts16_13.pdb) y con ella se calcul6 la superficie de potencial electrostatico en el programa
APBSB7). En el mapa de la superficie de potencial se logré observar la distribucién de cargas

en la estructura tridimensional de la Ts16 (Figura 4.12).

Figura 4.12. Superficie de potencial para la estructura de
menor energia de la proteina GS-Ts16. Calculo en APBS
utilizando el campo de fuerza de AMBER.



5 ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS

5.1 Biosintesis de Ts16

Después de encontrar las condiciones experimentales adecuadas, la sobre-expresién de la
proteina Ts16 fue posible utilizando la cepa de E. coli Rosetta™; Figura 3.1 (p. 14). En este
sistema, la mayoria de la proteina de fusion sintetizada se mantuvo soluble en el extracto
celular (Figura 4.1, p. 20), sin que se observara en los geles de SDS-PAGE la formacion de
agregados insolubles. No se observd precipitacién de proteinas después del fraccionamiento
del extracto celular por centrifugacion, lo cual permitié enfocar el trabajo experimental en la

purificacién de GS-Ts16, su caracterizacion y la determinacidn estructural por RMN.
5.2 Purificacion

El gel SDS-PAGE de la Figura 4.3 (p. 22) muestra en el ultimo carril el aumento en la
intensidad de la banda correspondiente a la proteina de fusion. El aumento se logré con la
utilizacién de CAMQ para aislar a la proteina de fusidn de la parte soluble del extracto celular.
El rendimiento promedio de esta ultima fraccién se estim6, con el método de Bradford, en 6
mg de proteina total por litro de cultivo, resultado que parecié en primera instancia satisfacer
la demanda de proteina necesaria para el estudio estructural por RMN. Sin embargo, al final
de la purificacion, el rendimiento de proteina GS-Ts16 no fue totalmente satisfactorio (0.51
mg/L). No se observo la formacién de precipitados después de retirar por dialisis el exceso de
imidazol en la fraccién purificada por CAMQ, denotando de esta forma, que las proteinas en

disolucion presentan estabilidad en las condiciones sefialadas.

Los mejores resultados para el corte de la proteina de fusién con trombina se observaron
con la utilizaciéon de BLI como disolucién amortiguadora, ya que en estas condiciones,
independientemente de la concentracion de proteina, no se observd precipitacion, en
comparacion a la utilizaciéon de una disolucién amortiguadora de Tris 50 mM a pH 8.0. En lo
que respecta a la variaciéon de la concentracion de proteina para el corte, no se observo
ninguna dificultad para trabajar con la concentracién de 3 mg/mlL; utilizando trombina a ~80
mg/mL. El tiempo de la reaccion de corte (Figura4.4, p. 22) se fijé en 2, 3 y 4 horas para las
concentraciones de 1, 2 y 3 mg/mL respectivamente, de proteina de fusién. La extension del

tiempo de corte es congruente con el aumento de la concentracién de proteina susceptible a la
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hidroélisis con trombina. Se decidié utilizar para el corte una concentraciéon de 3 mg/mL, pues,
sin omitir los beneficios de un corte rapido, resulté mas practico purificar un lote concentrado
de 3 mg/mL cuyo volumen es 3 veces menor al de un lote con concentracién de 1 mg/mL. El
retiro de los residuos de corte (proteina de fusidn sin la secuencia de aminoacidos de la GS-

Ts16) se realiz6 nuevamente de forma efectiva por CAMQ.

El cromatograma de la Figura 4.5 (p. 23) muestra la purificacién de la proteina GS-Ts16
por HPLC. El método utilizado para la purificacién fue optimizado hasta lograr la separacion
de los 2 picos en el cromatograma referido. A pesar de que el gradiente utilizado se optimizd
para conseguir la mejor separacién posible, no se logré la purificacién completa de los picos
referidos en una sola corrida cromatografica, pues como se menciona mas adelante en el
andlisis de los resultados de espectrometria de masas (seccion 5.3), ambas moléculas guardan
una gran similitud lo que dificulté su purificacion. Por lo anterior, fue necesario colectar por
separado las fracciones de los picos sefialados, retirar el disolvente mediante liofilizacion y
volver a realizar el mismo método de separacién, logrando de este modo una separacion

completa y por consiguiente una mejor purificacion; Figura 4.6 (p. 24).

El rendimiento promedio de la proteina GS-Ts16 por litro de cultivo bacteriano se calculé
en 0.56mg/L. Con este rendimiento, fue necesario incubar 6 L de cultivo bacteriano para
satisfacer la demanda de 3 mg de proteina para la caracterizacién y la determinacion
estructural por RMN.

5.3 Caracterizacion

Las dos proteinas de los picos cromatograficos de la Figura 4.5 (p. 23) fueron
caracterizados por espectrometria de masas MALDI-TOF. En cada uno de los espectros
MALDI-TOF de ambas proteinas no se encontrd otra sefnal dentro del intervalo monitoreado
(de 1’000 a 12’000 unidades de peso molecular), corroborando la purificacién de una sola
proteina en cada uno de los picos cromatograficos. Se observo que el peso molecular de
ambas proteinas concordaba con el calculo del peso molecular para la proteina GS-Ts16 con
las cisteinas oxidadas. Este resultado y las dificultades encontradas para la separacion
cromatografica, confirmé la obtencién de dos proteinas del mismo peso molecular, lo que
sugiere fuertemente que durante la sintesis y purificaciéon se obtuvieron dos conformaciones

tridimensionales de la GS-Ts16.

La dificultad para purificar ambas especies quimicas por HPLC demuestra que existe una
gran similitud en la naturaleza quimica de ambas proteinas. Simultaneamente, la

identificacion por MALDI-TOF de la misma masa molecular sugiere que entre ambas proteinas
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existe una estrecha similitud estructural. Esto se toma como evidencia de que coexistan dos
conformaciones de la proteina recombinante GS-ts16, una de ellas con un caracter

ligeramente mas hidrofébico.

Para decidir si ambas o alguna de las proteinas purificadas eran susceptibles a la
determinacién de su estructura tridimensional por RMN, se evaluaron los respectivos
espectros de protén (1H-RMN), analizando la dispersién de las sefiales correspondientes a los
protones de amida de la cadena principal. Debido a que el desplazamiento quimico (8) de un
nucleo detectado por RMN es consecuencia del ambiente quimico que lo rodea, las diferencias
en el valor de 8 es un reflejo del ambiente electronico cercano a cada uno de los protones
detectados en el espectro tH-RMN. Por ejemplo, un protén de amida que forma un puente de
hidrégeno dentro de una hoja 8 tendra un 8 distinto a cuando el mismo proton se encuentre
formando en un puente de hidrogeno en una hélice a. Si las sefiales correspondientes a los
protones de amida no exhiben diferencias de 8 (se encuentran en una regién muy restringida
del espectro), se infiere que los 4tomos analizados se encuentran en un ambiente quimico
muy similar, correspondiendo a una pérdida de estructura tridimensional. Esta sencilla y
transcendental prueba espectroscopica dio la pauta elegir adecuadamente que proteina era
adecuada para estudiar su estructura y cual no. Se decidié trabajar con el pico cromatografico
cuyo t fue de 16.47 minutos, ya que la proteina correspondiente a esta fracciéon presenté el
patréon de RMN que caracteriza a las proteinas con una estructura tridimensional definida. En
la regién de 6.0 a 10.5 ppm del espectro de la Figura 4.8 se puede verificar la dispersién de las
sefiales de los protones de amida 'HN presentes en la cadena principal de la GS-Ts16. En
cambio, el espectro de la segunda proteina (tr = 16.97 min.) no presenta el patrdén referido.

Por esta razoén, se decidié trabajar con la fraccion que si presentaba estructura tridimensional.
5.4 Determinacion estructural por RMN

Gracias a la excelente calidad de los espectros COSY, TOCSY y NOESY; fue posible
identificar y asignar los sistemas de espin de todos los aminoacidos que conforman a la GS-
Ts16. La asignacidén de los sistemas de espin permitié encontrar en el espectro NOESY
interacciones a través del espacio entre los aminoacidos de la GS-Ts16. Unas las interacciones
mas importantes identificadas en el espectro NOESY, fueron las utilizadas para la

determinacion de los puentes disulfuro.

Se encontraron las sefiales nOe para establecer restricciones de distancia entre algunos de
los protones B de las cisteinas presentes en la secuencia primaria. Para el puente disulfuro Ci-
Cslas interacciones entre los 1HP se identificaron en la cisteina nimero 4 y la nimero 26. En el

siguiente puente C,-C4, se logré encontrar correlaciones entre los protones {3 de las cisteinas 9



Anadlisis y discusion de resultados

y 22. No se encontré evidencia espectroscépica de la formacién del puente C3-Cs entre las
cisteinas 13 y 28. Para verificar que la configuraciéon de los puentes disulfuro, se realiz6 el
calculo de la estructura con la configuracion clasica C1-Cs, C2-Csy C3-Cs; y con la sospecha de la

configuracién Ci-Cs, C2-Cs y C3-Co.

Analizando los resultados del calculo de estructura en CYANA 2.0, se observé que en
ambos casos se encontraron sefiales que entraron en conflicto, dando origen a algunas
violaciones de restricciones de distancia. Para la configuracion Ci-Cs4, C2-Cs y C3-Cs se
identificaron 17 sefales nOe en conflicto, contra 6 sefiales en la estructura con la nueva
configuraciéon Ci-Cs, C2-Cs y C3-Ce. El nimero de violaciones a las restricciones de distancia
generadas por las sefiales en conflicto fueron 33 en la configuracién clasica, mientras que en la
otra estructura se identificaron 15. De las 33 violaciones generadas en la configuraciéon
clasica, 7 son violaciones mayores a 2.0 A&, 19 violaciones mayores a 1.0 A y 6 son violaciones
mayores a 0.3 A. En cambio, en la estructura con la nueva configuracién de puentes se
presenta 1 violacién mayor a 2.0 A, 6 violaciones mayores a 1.0 A y 4 violaciones mayores a
0.3 A. Estos resultados marcan el apego de la estructura con los puentes C;-Cs, C2-C4 y C3-Cs a
los resultados espectroscopicos de RMN, conduciendo a que la estructura de la GS-Ts16 se

determinara con la configuracion de puentes disulfuro Ci-Cs, C2-C4 y C3-Ce.

Para evaluar la determinacién de los elementos de estructura secundaria, se realizaron
distintos andlisis estadisticos para hacer la revision del tipo y nimero de sefiales nOe
utilizadas en los calculos de estructura. En la Figura 5.1 A se muestra graficamente la cantidad
de restricciones utilizadas en funcion del rango de distancia, esto es, el valor absoluto de la
diferencia entre los indices de los aminoacidos para los cuales se establece una correlaciéon
espacial en el espectro NOESY. La Figura 5.1 B muestra con mayor detalle el tipo de
interacciones identificadas encada uno de los aminodacidos de la GS-Ts16. El color de las
barras representan el tipo de interacciones en cada uno de los aminoacidos: Blanco,
restricciones nOe dentro del mismo residuo (|i-j|=0); gris claro, restricciones de corto alcance
(Ji-j|=1); gris obscuro, correlaciones de mediano alcance (1<Ji-j|<5); de color negro, las
correlaciones de largo alcance (|i-j|>=5). Este analisis del nimero y tipo de restricciones toma
relevancia al considerar que las restricciones de mediano y largo alcance son las responsables

de establecer, en mayor medida, la estructura tridimensional de una proteina(3132:33),
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Figura 5.1. Graficas con las estadisticas de las asignaciones nOe para la proteina GS-Ts16. En el inciso
A) se muestra la gréfica de barras con el nimero de restricciones de distancia contra el valor absoluto
de la diferencia entre los indices de los aminodcidos interaccionando (rango de distancia). En B) el
grafico muestra el nimero y tipo de restricciones nOe relacionada con cada uno de los aminodcidos, el
color de la barra indica el rango de la correlacién (Blanco |i-j| =0; gris claro |i-j| =1; gris obscuro
1<]i-j| <5; negro |i-j| >=5).

Otro aspecto importante es la intensidad de ciertas sefnales nOe. Conociendo la interaccion
entre los protones de la cadena principal y algunos otros adyacentes (1Hf), se pueden
reconocer patrones para identificar elementos de estructura secundaria en una proteina. En la
Figura 5.2 se intenta mostrar cuales son las correlaciones nOe que caracterizan a un proton de
amida, dentro de una hélice alfa. La Figura 5.3 muestra una relacion de las asignaciones nOe
entre los protones 1HN, 1He y 1HB. En el grafico de esta ultima figura, las regiones en las que
existe la presencia de hélices alfa se caracteriza por tener en el renglon dnnGi+1) sefiales nOe
cuya intensidad relativa es de mediana a fuerte. Estas sefiales corresponden a las
interacciones entre los protones secuenciales tHNde los aminoacidos i e i+1, ejemplificadas en
la Figura 5.2. Las interacciones a larga distancia dnn(i*2) son también caracteristicas de la

presencia de hélices alfa.
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Figura 5.2. Interacciones de los protones de amida dentro de una alfa hélice. En la figura se
muestran las interacciones responsables de establecer patrones de sefiales caracteristicos del

elemento de estructura secundaria asociado. Estos patrones son identificables en el espectro
NOESY.
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Figura 5.3. Asignacién de las sefiales nOe en funcién de la secuencia de aminodcidos. En las filas
dnn(i, i+1), dan (i, i+1) y dpn (i, i+1); la altura de las barras es proporcional a la intensidad
relativa de la sefial nOe. En los siguientes 5 renglones, las barras horizontales marcan la

existencia de la sefial nOe con las caracteristicas descritas en la primera columna, entre los
protones de los aminodcidos en los extremos de la barra.

El grafico de Ramachandra en la Figura 5.4 se muestran los angulos ¢ y § de las 20
estructuras obtenidas en el calculo de estructura con CYANA 2.0. El 83.6 % de los pares de
angulos diedros caen en las zonas mas favorecidas, mientras que el porcentaje restante se
encuentra en las regiones adicionalmente permitidas. Las 20 estructuras se obtuvieron con un
RMSD de 0.35 A del aminoécido niimero 3 al 31.
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En cuanto a las estructuras de proteinas determinadas por RMN, cominmente es deseable
obtener un ensamble de estructuras con el menor RMSD posible; sin embargo, tiene gran
relevancia el criterio utilizado para elegir dicho ensamble. Al respecto, Chris A.E.M. Spronk y
colaboradores®8 han propuesto elegir el ensamble de estructuras que maximicen el RMSD y
cumplan con el mayor nimero de restricciones encontradas por RMN. Con la maximizacion
del RMSD se pretende encontrar una relacion directa entre la precision de las estructuras de
proteina determinadas por RMN, ya que al obtener la maxima desviacién en el ensamble de
estructuras que cumplen las restricciones, se puede llegar a conocer algunas de las
caracteristicas dinamicas de la molécula(38). Para la determinacién de la GS-Ts16 el criterio de
eleccion fue seleccionar a las 20 estructuras de menor energia la cuales cumplieran con las

restricciones encontradas por RMN.
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Figura 5.4. Grdfico de Ramachandra de las 20 estructuras calculadas en CYANA 2.0. Se
distinguen 4 regiones de distinto color. Las regiones se clasifican estadisticamente en: 1) No
permitidas. Representadas por las zonas de color blanco. 2) Regiones generosamente permitidas.
Color gris claro. 3) Regiones adicionalmente permitidas. Tonalidad intermedia del color gris. 4)
Regiones favorecidas. Zonas representadas por el color gris obscuro. 83.6 % de las
combinaciones de dngulos ¢ y @ estdn dentro de la regién mas favorecida. El resto de
combinaciones se encuentran dentro de las regiones adicionalmente permitidas (16.4 %).

El refinamiento en AMBER 9.0 de las estructuras obtenidas en CYANA 2.0 ayudé a

minimizar el nimero de violaciones a las restricciones de resonancia, obteniendo de esta
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forma una estructura que cumple mejor con las restricciones de RMN. En el archivo sumviol
(Apéndice A.2 p.46) se observaron Unicamente violaciones de distancia menores a 0.5 A, lo
cual se encuentra dentro de los limites normalmente considerados para hacer la

determinacion estructural de proteinas en disolucion(38),

Una vez conocida la estructura de la GS-Ts16, esta representacién se compar6 con su
homologa la toxina k-BUTX-Tt2b. La comparacién de la representaciéon en listones de la
estructura de menor energia de ambas proteinas se ilustra en la Figura 5.5 en los incisos A y
B.

A) B)
N N

C) D)
N N

Figura 5.5. Representacién en listones de las estructuras obtenidas por RMN de (A) la toxina k-BUTX-
Tt2b y (B) la proteina Ts16. En los incisos C y D se muestra la representacién de la cadena principal de
las 20 estructuras determinadas por RMN de ambas proteinas. El RMSD para la GS-Ts16 fue de 0.45 A.

En la Figura 5.5 se puede observar que las proteinas comparadas poseen la misma
conformacion espacial, ademas de la misma configuracién de puentes disulfuro, los cuales se
forman entre las cisteinas C1-Cs, C2-Cs y C3-Ce. Una de las similitudes mas evidentes entre las

dos proteinas comparadas son los elementos de estructura secundaria, en donde se observa
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un par de hélices a en ambas estructuras, formando un motivo estructural CS-oa/a.
Comparativamente, el par hélices alfa en la toxina k-BUTX-Tt2b van delaprolina4 a la
glutamina 12 para la primera hélice, la segunda hélice va de la valina 15 a la asparagina 23, en
tanto, la primera hélice de la proteina Ts16 comienza en la lisina nimero 4 y termina en la
glutamina 12, mientras que la siguiente hélice comienza en la lisina 14 y termina en la
histidina 23. Lo anterior evidencia la enorme similitud que existe entre los elementos de
estructura secundaria de las proteinas comparadas, aunado a la configuracién de los puentes
disulfuro, esta comparacién exhibe que ambas proteinas pertenecen a una misma clasificacién
estructural de KTx. No obstante que ambas son parte de una misma familia, se pueden
encontrar diferencias significativas al analizar a detalle la superficie de potencial

electrostatico correspondiente a cada una de las estructuras sefialada.

Figura 5.6. Comparacién de las superficies de potencial electroestético. En (A) la toxina k-BUTX-
Tt2b y en (B) la proteina GS-Ts16. Ambos mapas de potencial electroestatico fueron calculados en
el programa APBS37) con las correspondientes estructuras de menor energia.

La Figura 5.6 muestra una comparacion de las superficies de potencial electroestatico
entre la toxina k-BUTX-Tt2b y la proteina GS-Ts16. A simple vista, se pueden apreciar
diferencias en los mapas de superficie de potencial electrostatico, la toxina k-BUTX-Tt2b
posee una superficie con regiones altamente positivas, no tanto asi regiones negativas (Figura
5.6 A). La proteina GS-Ts16 presenta una superficie con un alto porcentaje de carga positiva,
inclusive mayor a la k-BUTX-Tt2b, haciendo que la superficie parezca mas homogénea (Figura
5.6 B) en cuanto a carga se refiere. En este punto de comparacion, lo mas logico es pensar que

la actividad de ambas proteinas seria sustancialmente distinta, debido a las diferencias
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encontradas en los potenciales electroestaticos de ambas proteinas. Sin embargo, estas
conjeturas deben de ser minuciosamente comprobadas realizando pruebas electrofisiolégicas
para comparar la actividad bioldgica de ambas proteinas. En caso de conocer su actividad
bioldégica se podrian aportar mas evidencias experimentales para intentar ampliar el
conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en el bloqueo de los canales por
este tipo de toxinas, ya que hay una gran homologia entre las proteinas comparadas a nivel
estructural y de secuencia de aminoacidos. Al presentarse cambios significativos en la
actividad especifica de alguna proteina respecto a su homdloga las modificaciones

estructurales debida al cambio de los aminoacidos puede apreciarse con mayor facilidad.
5.4.1 Una nueva familia de KTx

Hasta la elucidacion estructural de la k-BUTX-Tt2b(!1) no se conocian variantes de los
plegamientos adoptados por las KTx de alacran con 6 cisteinas conservadas(® 4. La
elucidacion estructural de la k-BUTX-Tt2b permiti6é observar por primera vez un plegamiento
alternativo en las toxinas mencionadas. Sin embargo, era transcendental encontrar otra toxina
que confirmara el plegamiento adoptado por la toxina x-BUTX-Tt2b. La determinacién
estructural de la GS-Ts16 permitio llevar a cabo la confirmaciéon de un nuevo tipo estructural
de toxinas bloqueadoras de canales i6nicos de potasio. Ademas de exhibir la versatilidad de la

configuracion de los puentes disulfuro en este tipo de toxinas.



6 CONCLUSION

La determinacion estructural de la proteina recombinante GS-Ts16 confirma la existencia
de una nueva clase estructural de proteinas bloqueadoras de canales idnicos de potasio. Estos

resultados suponen el replanteamiento de la nomenclatura hasta ahora adoptada para las KTx

con 6 cisteinas.
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APENDICE

A.1. Medios de cultivo y disoluciones

MEDIO LURIA BERTANI (LB)
Tripsina 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
NacCl 10 g/L

pH 7.0

Disolver completamente los primeros tres componentes en 1 L de agua desionizada.
Posteriormente, ajustar el pH de la disolucion. Esterilizar en autoclave a 120 °C y 16.5 psi durante 20

minutos.

Tabla A.1. Disoluciones amortiguadoras utilizadas en la purificacién y
corte de la proteina de fusidn.

Disolucion amortiguadora
BLI | BLII | BLIII
Tris 50 mM
NaCl 150 mM
Imidazol 10mM |  500mM| 500 mM
pH 8.0

Componente

A.2. Datos complementarios de la determinacion estructural
por RMN de la proteina Ts16

0.1- 0.2- 0.3-

# Filename nvio max <0.1 0.2 0.3 0.4 >0.4 Amber energy Constraint b-dev a-dev align Distance Torsion Noesy
1 min 0l.o0 12 0.25 4 6 2 0 0 -37800.02 10.50 000 0.0 0 5.681 4.818 .000
2 min_02.0 11 0.13 6 5 0 0 0 -36457.04 7.80 000 0.0 0 2.877 4.921 .000
3 min_03.0 11 0.28 2 8 1 0 0 -37675.42 9.76 000 0.0 0 4.906 4.856 .000
4 min_04.0 7 0.17 2 5 0 0 0 -35583.23 7.22 000 0.0 0 2.343 4.874 .000
5 min_05.0 11 0.23 5 5 1 0 0 -41677.09 9.56 000 0.0 0 4.698 4.862 .000
6 min_06.0 10 0.20 5 5 0 0 0 -34717.55 8.69 000 0.0 .00 3.781 4.905 .000
7 min_07.0 7 0.18 3 4 0 0 0 -35143.76 7.54 000 0.0 0.00 2.604 4.939 0.000
8 min_08.0 12 0.15 5 7 0 0 0 -36391.54 8.46 0.0000 0.00 0 3.463 4.998 0.000
9 min_09.0 11 0.21 4 6 1 0 0 -35732.43 9.09 000 0.0 0 4.281 4.807 0.000
10 min_10.0 13 0.26 6 6 1 0 0 =-37265.00 9.58 000 0.0 0 4.701 4.880 0.000
11 min_1l.0 8 0.20 4 3 1 0 0 -36508.74 8.33 000 0.0 0 3.253 5.076 0.000
12 min_12.0 14 0.24 9 4 1 0 0 -39125.12 9.17 000 0.0 0 4.322 4.847 0.000
13 min_13.0 10 0.18 3 7 0 0 0 -45107.44 9.07 000 0.0 0.00 4.196 4.875 0.000
14 min_l4.0 11 0.14 3 8 0 0 0 -35466.97 8.54 000 0.0 0.00 3.727 4.817 0.000
15 min_15.0 13 0.22 7 4 2 0 0 -40011.07 9.91 000 0.0 0 5.031 4.878 0.000
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16 min_16.0 10 0.22 5 4 1 0 0 -37892.32 9.47 0.0000 0.00 0.00 4.608 4.862 0.000
17 min_17.0 9 0.20 3 5 1 0 0 -34844.29 8.76 0.0000 0.00 0.00 3.962 4.797 0.000
18 min_18.0 9 0.29 1 6 2 0 0 -38675.30 10.84 0.0000 0.00 0.00 6.053 4.792 0.000
19 min_19.0 13 0.41 6 5 1 0 1 -38722.88 12.44 0.0000 0.00 0.00 7.562 4.875 0.000
20 min_20.0 10 0.41 4 5 0 0 1 -37348.14 11.20 0.0000 0.00 0.00 6.245 4.959 0.000
Averages: -37607.27 9.30 0.0000 0.00 0.00 4.415 4.882 0.000
ENERGY TERMS:
# Filename Bond Angle DihedVDW EEL HBOND 1-4VDW 1-4EEL
1 min 0l.o 2857.3 65.3 271.6 6517.7 -48965.3 0.0 87.7 1365.8
2 min 02.0 2744.9 61.4 285.3 6291.7 -47307.2 0.0 88.8 1378.2
3 min_03.0 2838.3 67.5 277.2 6502.6 -48800.5 0.0 88.6 1350.8
4 min_04.0 2684.4 63.0 283.5 6152.6 -46247.9 0.0 88.5 1392.7
5 min_05.0 3181.5 75.7 281.7 7403.0 -54061.5 0.0 88.0 1354.6
6 min_06.0 2630.9 69.0 280.5 6142.3 -45297.9 0.0 84.9 1372.8
7 min_07.0 2680.7 67.5 274.9 6250.7 -45862.9 0.0 87.3 1358.1
8 min_08.0 2749.1 66.4 294.7 6333.0 -47301.6 0.0 88.9 1378.0
9 min_09.0 2706.1 70.8 272.5 6243.3 -46469.5 0.0 87.7 1356.8
10 min_10.0 2819.4 68.1 274.0 6497.5 -48391.6 0.0 89.0 1378.4
11 min_11.0 2765.6 75.6 272.5 6363.1 -47429.9 0.0 87.0 1357.4
12 min_12.0 2975.2 70.0 276.8 6906.3 -50815.4 0.0 87.8 1374.3
13 min_13.0 3425.6 67.4 283.2 7926.8 -58267.3 0.0 89.6 1367.2
14 min_l4.0 2682.9 67.7 277.2 6269.3 -46231.6 0.0 90.6 1376.9
15 min_15.0 3058.8 66.7 279.2 7096.8 -51970.4 0.0 88.5 1369.4
16 min_16.0 2886.7 70.4 284.3 6797.9 -49388.5 0.0 88.8 1368.2
17 min_17.0 2629.3 65.8 273.2 6069.4 -45341.5 0.0 89.6 1369.9
18 min_18.0 2929.6 66.2 275.2 6685.2 -50096.5 0.0 87.7 1377.4
19 min_19.0 2903.2 69.9 290.9 6635.6 -50065.4 0.0 86.6 1356.3
20 min_20.0 2838.5 68.1 281.2 6627.2 -48611.7 0.0 87.9 1360.7
Averages: 2849.4 68.1 279.5 6585.6 -48846.2 0.0 88.2 1368.2
ANGLES: 5- 10- 15-
# Filenamenviomax<5 10 20 20 >20
1 min_0l.o0 25 138.50 0 0 0 0 25
2 min_02.0 23 139.59 0 0 0 0 23
3 min_03.0 22 138.03 0 0 0 0 22
4 min_04.0 24 138.41 0 0 0 0 24
5 min_05.0 23 139.92 0 0 0 0 23
6 min_06.0 23 139.21 0 0 0 0 23
7 min_07.0 24 138.36 0 0 0 0 24
8 min_08.0 24 139.44 0 0 0 0 24
9 min_09.0 24 138.71 0 0 0 0 24
10 min_10.0 25 139.01 0 0 0 0 25
11 min_11.0 25 138.88 0 0 0 0 25
12 min_12.0 24 138.63 0 0 0 0 24
13 min_13.0 24 139.70 0 0 0 0 24
14 min_l4.0 23 138.57 0 0 0 0 23
15 min_15.0 23 139.73 0 0 0 0 23
16 min_16.0 23 139.96 0 0 0 0 23
17 min_17.0 22 139.31 0 0 0 0 22
18 min_18.0 23 139.84 0 0 0 0 23
19 min_19.0 23 139.60 0 0 0 0 23
20 min_20.0 25 138.78 0 0 0 0 25
OMEGAS : 5- 10- 15-
# Filenamenviomax<5 10 20 20 >20
1 min_0l.o 0 0.00 0 0 0 0 0
2 min_02.0 0 0.00 0 0 0 0 0
3 min_03.0 0 0.00 0 0 0 0 0
4 min_04.0 0 0.00 0 0 0 0 0
5 min_05.0 0 0.00 0 0 0 0 0
6 min_06.0 0 0.00 0 0 0 0 0
7 min_07.0 0 0.00 0 0 0 0 0
8 min_08.0 0 0.00 0 0 0 0 0
9 min_09.0 0 0.00 0 0 0 0 0
10 min_10.0 0 0.00 0 0 0 0 0
11 min_11l.0 0 0.00 0 0 0 0 0
12 min_12.0 0 0.00 0 0 0 0 0
13 min_13.0 0 0.00 0 0 0 0 0
14 min_14.0 0 0.00 0 0 0 0 0
15 min_15.0 0 0.00 0 0 0 0 0
16 min_16.0 0 0.00 0 0 0 0 0
17 min_17.0 0 0.00 0 0 0 0 0
18 min_18.0 0 0.00 0 0 0 0 0
19 min_19.0 0 0.00 0 0 0 0 0
20 min_20.0 0 0.00 0 0 0 0 0
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Distance and angle violations:

First atom Last atom target
CA SER 2 -- C SER 2
CA CYX 4 - C CYX 4
CA MET 5-- C MET 5
CA LYS 6 -- C LYS 6
CA GLU 7 -- C GLU 7
CA TYR 8 -- C TYR 8
CA CYX 9 -- C CYX 9
CA ALA 10 - C ALA 10
CA GLN 12 -- C GLN 12
CA CYX 13 -- C CYX 13
CA ARG 14 -- C ARG 14
CA LYS 16 -- C LYS 16
CA VAL 17 -- C VAL 17
CA SER 18 -- C SER 18
CA GLN 19 -- C GLN 19
CA ASP 20 -- C ASP 20
CA TYR 21 -- C TYR 21
CA CYX 22 -- C CYX 22
CA LEU 23 -- C LEU 23
CA LYS 24 - C LYS 24
CA HIE 25 -- C HIE 25
CA CYX 26 -- C CYX 26
CA LYS 27 -=- C LYS 27
CA CYX 28 -- C CYX 28
CB VAL 17 -- H TYR 21
H LYS 16 -- CB VAL 17
H GLY 3 -- HG LEU 23
HA3 GLY 3 -- *HD23 LEU 23
HA2 GLY 3 -- H CYX 26
H CYX 4 -- H MET 5
HB3 CYX 4 -- H CYX 26
HB2 CYX 4 -- *HB3 CYX 26
H CYX 4 -- *HB3 CYX 26
HB2 CYX 4 -- H LYS 27
H MET 5 -- HG3 MET 5
H MET 5 -- HG2 MET 5
H MET 5-- H GLU 7
H MET 5 -- HB2 TYR 8
HA MET 5 -- *HD13 LEU 23

*HB3 GLU 7 -- *HD2 TYR 8
HA GLU 7 -- H ALA 10

*HD2 TYR 8 -- HG3 GLN 12

*HD2 TYR 8 -- *HB3 CYX 26
HA GLN 12 -- *HG3 GLN 12

*HG3  GLN 12 -- H CYX 13
HB3 CYX 13 -- HB3 SER 18
HB3 CYX 13 -- HB2 SER 18
H ARG 14 -- HG2 ARG 14
H ARG 14 -- *HB3 ARG 14

*HB3 ARG 14 -- H GLN 19
HA ARG 14 -- H GLN 19
H LYS 16 -- HB3 LYS 16

*HG23 VAL 17 -- H GLN 19
H VAL 17 -- H GLN 19
H SER 18 -- HB3 SER 18
HA SER 18 -- *HG13 ILE 29
H GLN 19 -- HE21 GLN 19
HB3 GLN 19 -- H ASP 20
HB2 ASP 20 -- H LEU 23

*HD2 TYR 21 -- HB3 HIE 25

*HD2 TYR 21 -- *HD3 LYS 27

*HD2 TYR 21 -- *HB3 LYS 27

*HD2 TYR 21 -- *HG3 LYS 27

*HD2 TYR 21 -- *HG23 ILE 29
H CYX 22 -- HB2 LEU 23
H CYX 22 -- *HD23 LEU 23
HA CYX 22 -=- H CYX 26
H CYX 22 -- *HG23 ILE 29
H CYX 22 -- *HD13 ILE 29
HB3 LEU 23 -- H HIE 25

*HG3 LYS 24 -- HD2 HIE 25

*HG3 LYS 24 -- H HIE 25
H LYs 27 -- *HD3 LYS 27
HB3 LYS 27 -- H CYX 28
HB2 LYS 27 -- H CYX 28
HB3 CYX 28 -- H ILE 29
HA PRO 30 -- H ARG 31
H ARG 31 -- *HG3 ARG 31
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