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Resumen

La Amiloidosis de cadenas ligeras (AL) es una enfermedad que afecta a los érganos
vitales, siendo la causa de la agregacion fibrilar de las cadenas ligeras monoclonales.
La linea germinal A3r esta implicada significativamente en esta enfermedad. En este
trabajo, contrastamos la estabilidad termodinamica y la propensién a la agregacion de
las lineas germinales A3 como son 3mJL2 (no amiloidogénica) y 3rdL2
(amiloidogénica). La linea germinal de 3rJL2 presentd una baja expresion impidiendo
su caracterizacion. Al realizar un analisis de secuencia de aminoacidos se observé que
la posicién 34 se encuentra ocupada por una cisteina, la cual podria ser la causa de la
baja expresién. Debido a lo anterior se generé una mutante en la posicién 34, el
cambio de Cys se hizo por Tyr. A partir de esta mutaciéon se observdé un mejor
rendimiento de expresion. Una segunda sustitucion (W91A), se introdujo en la linea
germinal de 3r con el fin de obtener una mejor plantilla molecular para incorporar
mutaciones adicionales. La mutante en la posicion C34Y no fue fibrilogénica mientras
que la segunda mutacion localizada en el CDR3 (Regidén determinante de la
complementariedad 3) (W91A) indujo fibrilogénesis. Proponemos por primera vez que
la posicion 91 (CDR3) de la cadena ligera A3r afecta a la estabilidad y promueve la
formacion de fibras en humanos. Usando la doble mutante (3rJL2/YA) como plantilla
se construyeron otras variantes, con el fin de evaluar la importancia de dichas
sustituciones en la estabilidad y la propensién a la formacion de fibras. Un cambio en
la posicion 7 (P7D), promovido que 3rJL2/YA adquiriera aun mas propiedades
fibrilogénicas. Al modificar la posicion 48 (148M) se revirtié parcialmente la formacion
de fibras de 3rJL2/YA. Finalmente, los cambios en las posiciones 8 (P8S) o 40 (P40S)
revirtieron completamente la formacién de fibras. Estos resultados confirman que la
region N-terminal (posiciones 7 y 8) y el asa 40-60 (posiciones 40 y 48) participan en la
amiloidosis AL. Al analizar las estructuras cristalograficas por rayos X, se observo que
la topologia entre las mutantes sencilla y doble de A3r, y no se alter6
significativamente Este enfoque mutagénico, ayudd a identificar regiones clave,

implicadas en la amiloidosis AL causada por cadenas ligeras A3.



Abstract

Light chain amyloidosis (AL) is a disease which affects vital organs by the fibrillar
aggregation of monoclonal light chains. A3r germ line is significantly implicated in this
disease. In this work, we contrasted the thermodynamic stability and aggregation
propensity of 3mJL2 (non amyloidogenic) and 3rJL2 (amyloidogenic) A3 germ lines.
Due to an inherent limitation (extremely low expression), Cys at position 34 of the 3r
germ-line, was replaced by Tyr reaching a good expression yield. A second
substitution (W91A), was introduced in 3r in order to obtain a better template to
incorporate additional mutations. Although the single mutant (C34Y) was not
fibrillogenic, the second mutation located at CDR3 (Complementarity determining
region 3) (W91A), induced fibrillogenesis. We propose, for the first time, that CDR3
(position 91) affects the stability and fiber formation of human A3r light chains. Using
the double mutant (3rJL2/YA) as template, other variants were constructed in order to
evaluate the importance of those substitutions into the stability and aggregation
propensity of A3 light chains. A change in position 7 (P7D), boosted 3rJL2/YA
fibrillogenic properties. Modification of position 48 (148M) partially reverted 3rdJL2/YA
fibril aggregation. Finally, changes at positions 8 (P8S) or 40 (P40S) completely
reverted fibril formation. These results confirm the influential roles of N-terminal region
(positions 7 and 8) and the loop 40-60 (positions 40 and 48) on (AL) amyloidosis. X-ray
crystallography revealed that the three-dimensional topology of the single and double
A3r mutants was not significantly altered. This mutagenic approach, helped to identify

key regions implicated in A3 (AL) amyloidosis.



1. Introduccion

1.1 Enfermedades relacionadas con el plegamiento anémalo de proteinas
La funcion biolégica de una proteina depende de la secuencia de aminoacidos

y de su estructura tridimensional, la cual se adquiere a través del proceso de
plegamiento. Alteraciones en la secuencia de una proteina pueden llevar a la pérdida
parcial o total de su plegamiento nativo. Una proteina mal plegada puede no ser
secretada en la cantidad adecuada, o bien, no llevar a cabo su funcién correctamente
[1, 2].

Enfermedades relacionadas con el plegamiento anédmalo de proteinas se
identifican bajo el término de amiloidosis. Las proteinas amiloides se caracterizan por
la formacién de depdésitos extra celulares del tipo fibrilar [3, 4, 5]. En las proteinas
amiloides no se pueden generalizar caracteristicas que determinen porqué uno u otro
grupo de proteinas tiende a formar fibras, ya que cada una de ellas proviene de un
precursor diferente con propiedades bioquimicas distintas [6]. En los humanos se han
identificado mas de 20 proteinas y péptidos diferentes como “precursores amiloides”
que no comparten homologia estructural ni de secuencia [7]. Las proteinas amiloides
son relativamente pequenas, 4-25 kDa, y suelen estar truncadas en diferentes puntos
de sus extremos amino y carboxilo por lo que se dice que son heterogéneos [2,8].

Las amiloidosis han sido clasificadas como localizadas o sistémicas (Tabla 1);
las primeras causan dafio en un solo tipo de tejido u érgano. Dentro de este grupo se
encuentran las amiloidosis neurodegenerativas, como las enfermedades de Alzheimer
y Parkinson. En las amiloidosis sistémicas dos o mas 6rganos son afectados; como
ejemplo se pueden citar a la amiloidosis por cadena pesada de inmunoglobulina, y la
amiloidosis por cistatina, entre otras [9].

Muchas de las amiloidosis son hereditarias; en estos casos las proteinas
amiloides presentan cambios de aminoacidos causados por mutaciones puntuales en
los genes respectivos. El reemplazo de un unico aminoacido puede ser suficiente para
favorecer el plegamiento andmalo de la proteina hacia una conformacién que

determina la formacion de fibras [9,10].



Tabla 1. Clasificacion de las amiloidosis

Amiloidosis | Clasificacién Enfermedad Precursor
Alzheimer Péptido B amiloide
Neuropaticas : Encefalopatia espongiforme | Proteinas prién (PrP)
. Parkinson a-sinucleina
Localizadas Huntington Huntingtina
No Diabetes tipo Il Amilina (IAPP)
neuropaticas | Amiloidosis cutanea No caracterizado
Primaria AL amiloidosis _Cadena Ilgera_1 de
Sistémicas : s |nmunogl9bullnas F
Secundaria i AA amiloidosis Apoproteina AA sérica
Familiar Familiar tipo Andrade Transtirretina (TTR)

Informacién tomada de Chiti et al y Westermark P. [4, 7]

1.2 Caracteristicas de la fibra amiloide
Se ha sugerido que la formacion de fibras amiloides es una propiedad

intrinseca de algunas proteinas siempre y cuando existan las condiciones
microambientales que propicien la amiloidogénesis. Sin embargo, in vivo la formacion
de las fibras amiloides se restringe a unas cuantas proteinas o péptidos. [7].

El proceso de formacion de las fibras amiloides o proceso de amiloidogénesis
consta de una fase inicial lenta de nucleacion (fase lag) (Fig. 1). En esta fase, la
proteina nativa ha adquirido un cambio conformacional promoviendo la formacién de
los primeros nucleos o semillas de polimerizacion. La segunda fase se identifica como
exponencial o de crecimiento; esta etapa se caracteriza por ser rapida y por la
incorporaciéon de mondémeros alterados conformacionalmente al nucleo (Fig. 1). Las
estructuras que se forman son primero de origen prefibrilar que posteriormente daran
origen a estructuras fibrilares. La ultima fase se puede identificar como un periodo en
el que la fibra deja de crecer (fase estacionaria), es decir, la fibra ya se ha formado
(Fig. 1). [11].

Hasta el momento no se ha descrito una secuencia de aminoacidos o una firma
estructural que esté asociada con los contactos entre cada mondmero [2]. Esto llama
la atencion, ya que las fibras que se forman son similares en cuanto apariencia
morfoldgica; otras propiedades que comparten es la afinidad por el rojo Congo vy el
ThT [7]. Estudios in vitro, usando microscopia electronica y microscopia de
transmision de fuerza atomica han identificado y caracterizado varios intermediarios
durante la formacién de la fibra madura. Sin embargo, no se sabe cual de las
estructuras que se forman resultan ser los productos toxicos [12].

Las fibras amiloides poseen un nucleo estructural rico en hojas  presentando

un patron denominado “f cruzado”, en donde se observa que las hojas  estan



orientadas paralelamente al eje longitudinal de la fibra, mientras que las hebras que
las componen se disponen en angulo recto a éste [4, 13, 14].

Esta caracteristica es compartida por todas las fibras amiloides
independientemente de su naturaleza bioquimica. La microscopia electronica muestra
que las fibras son rectas, no ramificadas, con 70-120 A de diametro y una longitud
variable [15].
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Figura 1. Etapas de la formacion de fibra (fibrilogénesis) y estructura. A) Cinética de
fibrilogénesis, 1 corresponde a la fase de nucleacidn, 2 etapa de elongacién o crecimiento
de la fibra y 3 fase estacionaria. B) Microscopia electrénica del péptido 3 amiloide (Ab42).
C) Representacién tridimensional de la fibra amiloide [4].

1.3 Aspectos clinicos de la Amiloidosis por cadenas ligeras de inmunoglobulinas
(AL)
La amiloidosis de cadenas ligeras (AL) es una enfermedad sistémica y

progresiva causada por la deposicion de grandes cantidades de cadenas ligeras mal
plegadas. Las cadenas ligeras asociadas al fendmeno de agregacion de la amiloidosis
son de origen monoclonal, es decir, provienen de un clon de células plasmaticas que
presenta alteraciones en su proceso de regulacion. Si bien estas células han sufrido
alteraciones genéticas, no poseen todos los atributos de las células malignas. Hasta el
momento, no se conoce el mecanismo que permite a las células B, dar origen a las
cadenas ligeras amiloidogénicas, y escapar a los controles normales de su lapso de
vida y proliferacién. Estas células B alteradas se dividen una y otra vez sin regulacion
y no requieren de ninguna activacion por antigeno que los induzca a proliferar [16, 17,

18].



Aproximadamente el 70% de los pacientes en una etapa avanzada de la
enfermedad presenta dafo en mas de un 6rgano [10, 19]. Los sintomas de las
amiloidosis dependen de los érganos afectados. La enfermedad puede afectar la
lengua, los intestinos, los musculos esqueléticos y lisos, los nervios, la piel,
ligamentos, el corazén, el higado, el bazo y los rifiones [10, 19]. Los sintomas
abarcan: ritmo cardiaco anormal, hinchazén de la lengua, fatiga, entumecimiento de
manos y pies, dificultad respiratoria, cambios en la piel, problemas para deglutir,
hinchazén de brazos y piernas, pérdida de peso. [19]. El diagndstico de la amiloidosis
AL se hace por medio de biopsias. El tejido obtenido se tifie con Rojo Congo para
posteriormente ser analizado al microscopio de luz polarizada, identificando de esta
manera la presencia del amiloide. La edad promedio en la cual puede ser
diagnosticada es cercana a los 60 afos. Estos pacientes presentan un tiempo de
sobrevida de 2-3 afnos, dependiendo del tipo de tratamiento y del numero de érganos
afectados [17, 19].

1.4 Mecanismos moleculares de la sintesis de los dominios variables de cadenas
ligeras y su relacion con la amiloidosis AL
El ensamble genético del dominio variable se lleva a cabo durante el proceso

de recombinacion. Cuando este proceso no ocurre de la forma adecuada genera una
sintesis aberrante de la cadena ligera. Una consecuencia es que la cadena ligera
defectuosa no se asocie a la cadena pesada (Vy) y por lo tanto sea secretada de
manera individual [20, 21].

La pérdida de la estructura de la inmunoglobulina puede ser un factor que
contribuye a la amiloidogenicidad de la V.. Muchos pacientes con amiloidosis AL
presentan fibras formadas por un solo tipo de dominio variable [10].

Los diferentes estudios realizados proponen que el dominio variable defectuoso
debe poseer ciertas caracteristicas estructurales y de estabilidad termodinamica para
que la formacién de los depdsitos ocurra [1]. A partir de estos estudios se observd que
existe una correlacion directa entre el efecto desestabilizante del plegamiento que
ejerce una mutacion y su capacidad de favorecer la agregacion amiloide de una
cadena ligera. Es decir, entre menos estable es el dominio variable mas susceptible es
a la formacion de la fibra amiloide [22, 23]. Comparaciones entre secuencias de
cadenas ligeras amiloidogénicas y no amiloidogénicas ha llevado a la identificacion de
aminoacidos en posiciones claves de la estructura que disminuyen la estabilidad [24,
25, 26, 27]. La introduccion de algunas mutaciones desestabilizantes en cadenas
ligeras no amiloidogénicas incrementan su tendencia a la agregacion y forman fibras

amiloides in vitro [23].



1.5 Caracteristicas estructurales de los dominios variables de cadenas ligeras
asociadas a la amiloidosis

1.5.1 Generalidades estructurales de los anticuerpos
La estructura de las inmunoglobulinas se encuentra muy conservada. En una

inmunoglobulina completa de IgG se identifican cuatro cadenas polipeptidicas. Dos
corresponden a cadenas pesadas y dos ligeras. Cada cadena contiene un dominio
variable y de una (C_; cadena ligera), a 3-4 regiones constantes (CH,, CH,, CHs;, CHy;
cadena pesada). Cada una de las regiones variables contiene un segmento J
(“joining”). La region variable de la cadena pesada ademas tiene un segmento D (Fig.
2). Las cadenas ligeras y pesadas se encuentran unidas entre si por un puente
disulfuro y por interacciones no covalentes. La cadena ligera interactia con la cadena
pesada y con el dominio CH; de la cadena pesada mediante un puente disulfuro e
interacciones no covalentes [18].

Para las cadenas pesadas se identificaron cinco clases u, a, v, 8, y &, las cuales
dependen del tipo de cadena pesada que contienen. Las secuencias de aminoacidos
de las cadenas ligeras permiten distinguir dos clases: « y . La clasificacion de estos
dos grupos se hizo en relacion a la secuencia de aminoacidos del primer “framework”
(FR1) que comprende los primeros 23 residuos del extremo amino terminal del

dominio variable [28].

1.5.2 Estructura f-sandwich y elementos de proteccion del dominio variable de la
cadena ligera
En cuanto a longitud los dominios variables pueden ser de distintos tamafios

debido a la presencia de deleciones e inserciones de residuos. Sin embargo, todos los
dominios variables presentan una estructura secundaria y terciaria similar. Las V|
adoptan el plegamiento tipico de inmunoglobulina o de B sandwich el cual esta
formado por nueve hebras B identificadas como A, B, C, C ', C", D, E, F y G (Fig. 2C)
[9,29, 30]. Cada una de ellas se encuentra conectada entre si mediante asas (“loops”).
A este tipo de arreglo se le conoce como de llave griega o greca debido a su parecido
con los decorados de las vasijas griegas (Fig. 2D) [30, 31]. Las nueve hebras a su vez
se encuentran organizadas en dos hojas [ antiparalelas unidas por un puente
disulfuro.

Dentro de los inconvenientes que presentan las proteinas ricas en estructura 8
es la susceptibilidad a la agregacién. Si los bordes de las hebras p quedaran

expuestos se convertirian en un peligro para la proteina debido a que ya se



encuentran en la conformacion adecuada para interactuar con cualquier otra hebra 3
que se encuentren [30]. De forma natural este tipo de proteinas han disefiado
estrategias que les permiten compensar este problema.

En el caso de las V| las estrategias de proteccion utilizados son variadas y la
combinacion de todas ellas genera un sofisticado sistema de seguridad que impide la
agregacion [31]. Dentro de la estructura de una V| se puede observar un “B-bulge” en
la hebra G (C-terminal), un asa en los residuos 40-60 que protege el borde de la hebra
C y D, el N-terminal (residuos 1-14) presenta la conformacion “sheet switch” el cual se
ha propuesto que protege a las hebras B y G. Otros elementos de proteccién que se
pueden encontrar es la presencia de prolinas y aminoacidos cargados ubicados en
lugares estratégicos de la estructura [31].

Oftro tipo de estrategia que permite dar proteccion a las cadenas ligeras, es la
formacion de dimeros. En el caso de los anticuerpos completos se forma la interaccién
Vy-V| la cual es considerada como un hetero-dimero candnico. Sin embargo, no es el
unico dimero que se puede formar. En las proteinas de Bence Jones (cadenas ligeras
de inmunoglobulinas aisladas de pacientes con mieloma multiple), se ha observado
que en condiciones fisiolégicas pueden formar homo-dimeros de V| (V,-V|) conocidos
también como dimeros de Bence Jones (BJ) [32]. El dimero formado por las proteinas
de Bence Jones se caracteriza por ser un dimero no canénico y por formar una
interfaz similar a la de una interaccidén V-V, la cual se considera como una interfaz
heterodimérica, mientras que la interfaz V-V, es considerada como homodimérica. En
ambos casos las interacciones de la interfaz consisten en residuos apolares y residuos
hidrofébicos [32, 33]. Esto refleja la fuerte homologia estructural de la interfaz de la
cadena pesada y de la cadena ligera.

Se ha propuesto que una de las funciones del dimero consiste en otorgar
estabilidad a la V|, de tal manera que compensa la ausencia de la V4. Al interactuar
dos mondmeros se protegen las hebras bordes o regiones que pudieran quedar
susceptibles a ser expuestas y favorecer la formacion de fibra [26, 33, 34]. Podemos
considerar que la formacién del dimero de V. es un sistema de seguridad adicional

que impide la circulacion en exceso de mondémeros de V| [34].
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Figura 2. Estructura de una inmunoglobulina. A) Representacion esquemadtica de una
inmunoglobulina; en azul se representan las cadenas pesadas (Vy), en verde las cadenas
ligeras (V,) y lineas en negro, los puentes disulfuro. La linea punteada marca los
fragmentos que se generan cuando el anticuerpo es digerido con papaina, porcion Fab y Fc.
B) Modelo tridimensional de una inmunoglobulina. En el fragmento Fab se muestran en
azul y anaranjado se las cadenas pesadas, en verde y morado las cadenas ligeras (PDB:
1hzh). C) Arreglo de hebras beta en una cadena ligera. D) Greca.

1.6 Modelos propuestos de las cadenas ligeras para la formacion de la fibra
La via por la que los dominios variables forman fibras amiloides continua

siendo incierta. Sin embargo, se han planteado varias hipétesis. Recientemente se
propusieron modelos de como podria llevarse a cabo el ensamblaje de la fibra
amiloide.

El primer modelo (Fig. 3) involucra a dimeros candnicos; en este modelo la V.
conserva su estado nativo y la interfaz formada por el dimero es de caracter
hidrofébico. La estructura que mantiene la V| es de tipo globular, similar al rearreglo
observado en los cristales de V| y supone que la formacién del amiloide es reversible
[26, 27, 33].

Tanto las cadenas ligeras A y « cristalizan como dimeros canonicos, sin
embargo se ha observado que algunas V| presentan una rotacion alterada hasta de
180° en la interface del dimero [26, 27]. En el interior de la interface se conserva el
ambiente hidrofébico. Estas alteraciones en la rotacion sugieren la posibilidad de una
ruta alterna para formar la fibra amiloide. A este tipo de rearreglo se le identifica como
dimero no canénico y es el segundo modelo propuesto [26, 27, 33] (Fig. 3). En este
modelo se propone que los dimeros formados son poco estables. La fibra que lograra
formarse estaria formada de proteinas globulares o de proteinas que se encuentren en

un estado parcialmente desplegado.



El tercer modelo (Fig. 3) considera a la V. como un dimero que puede
disociarse en mondémeros. En los trabajos en donde se realizan experimentos de
desnaturalizacion con diferentes agentes caotrépicos se ha observado que la
estabilidad juega un papel importante. Si la cadena ligera presenta una baja
estabilidad la propension a formar fibras serd mayor. En esta condicién la cadena
ligera se encontrara parcialmente desplegada dejando expuestas las regiones que
favorecen que los mondmeros se vayan acoplando y den origen a la fibra amiloide [33,
34].

En los tres modelos la introducciéon de mutaciones juegan un papel importante
ya que pueden inducir la disociacion del dimero o generar monémeros desplegados
[26, 27, 33].

Dimero canénico Monémero Dimero no canénico

!

Mondmero
parcialmente
desplegado

Figura 3. Modelos propuestos para la conversidn de los dimeros de V| en fibras amiloides.
La via de la izquierda representa al modelo del dimero candnico, que posteriormente se va
apilando para dar origen a la fibra. En el extremo derecho se muestra el dimero no
candnico. En estos dimeros, la estructura cuaternaria de los dos dominios variables de
cadena ligera difiere del dimero candnico (se encuentra rotado 180°), pero cada dominio
conserva su conformacion terciaria, al igual que en el modelo anterior el dimero se apila
dando origen a la fibra amiloide. En la parte central se representa la disociacion del dimero
dando origen a mondmeros que se encuentran en un estado parcialmente desplegado y
formar una fibra amiloide. Adaptado de Brumshtein, B. et a/ [33].
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1.7 Antecedentes

1.7.1 Familia A3
Como se menciond anteriormente los dominios variables de cadenas ligeras se

clasifican de acuerdo a su secuencia de aminoacidos y pueden ser de dos tipos k 0 A.
Las cadenas ligeras k se expresan en el 60% de las células plasmaticas del repertorio
de la médula 6sea, mientras que las A sélo en el 40% [35]. Diversos estudios sefalan
a las cadenas ligeras A como responsables del mayor numero de casos relacionados
con la amiloidosis AL, con una proporcion que varia de dos a tres veces con respecto
a las k [36]. Estos resultados indican que las cadenas ligeras A presentan
caracteristicas particulares que las hacen mas susceptibles a agregarse como
amiloide que las cadenas «.

El grupo de cadenas ligeras tipo A esta integrada por 10 familias (Tabla 2). En
el repertorio policlonal asi como también en la amiloidosis AL cada una de las familias
presenta una frecuencia de expresion caracteristica (Fig. 4).

Las familias A3 y A6 estan significativamente relacionadas con la amiloidosis
AL, siendo los genes que presentan una mayor prevalencia 3r y 6a [37]. Estos genes
son los causantes de al menos un 42% de los casos de amiloidosis AL. La prevalencia
de 3r en pacientes con amiloidosis AL es del 22%, mientras que el de 6a es al menos
de un 20% [37]. Si se evalua la expresién de dichos genes en el repertorio policlonal
de células plasmaticas de médula 6sea se observa que ambos se expresan en un
porcentaje bajo, 3r en un 8.3% y 6a 2.3% (Fig. 4) [37]. Las fibras derivadas de
cadenas ligeras de 3r y 6a presentan tropismo hacia algunos 6rganos. Las fibras
provenientes de 6a se dirigen principalmente al riidn, mientras que 3r causa dafo en
diferentes érganos como el corazén, el rifidn, el aparato gastrointestinal y otros tejidos.

El principal objetivo de este proyecto se centra en estudiar a la familia de
cadenas ligeras A3, en especial el caso de 3r. La familia A3 esta formada por 21 genes
de los cuales 9 se expresan en el repertorio policlonal, 10 presentan caracteristicas de
pseudogenes, 2 de ellos son genes no funcionales y 6 de ellos estan asociados con
amiloidosis Tabla 2 [39].

11



25

W Amiloidosis

[ Repertorio policlonal

Uit

3r 6a 3h 2a2 31 1c 1b 2b2 2 2-19 1g 1e 3m 3 4b 3p 2c 8a 1a 4a 7a 9a 3a 5d 10a

Frecuencia (%)

0.40%

Lineas germinales VA

Figura.4. Frecuencia de expresion de los segmentos de genes V,A en las células plasmaticas
aisladas de pacientes con amiloidosis AL y de células de médula dsea de personas sanas. Se
observa un uso preferencial de genes en ambas condiciones, siendo evidente en la
amiloidosis AL, que los genes 3r y 6a estan significativamente sobrerrepresentados, lo cual
los relaciona con la amiloidosis AL. Este trabajo fue realizado en Italia [371.

Tabla 2. Cadenas ligeras tipo A

Familia Genes

VA1 1a, "1b, *1¢c, 1d,"1e, 1f, *1g

VA2 2al, '2a2, 2b1, '2b2, 2c, 2d, ‘2e, 2f

3a, 3a2, 3b, 3c, 3d, 3e,3f, 3g, "3h, 3i, 3i1, '3j, 3k, *3l, *3m, 3n, 30, 3p, 3q, "3r,
V}\/3 02_19

VA4 4a, ‘4b, 4c

VA5 5a, 5b, 5¢, 5d, 5e

VL6 ‘6a

\w4 7a,7b, 7c
V.8 8@

VA9 9@

V210 : 10a, 10b

En negritas se marcan los pseudogenes

En italicas se marcan los genes no funcionales
Sin marcar se encuentran los genes funcionales
+ Genes asociados con las amiloidosis
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La familia A3 es la mas numerosa del repertorio de genes de anticuerpos y la
mitad de sus integrantes son pseudogenes. Al hacer un alineamiento con las
secuencias de aminoacidos de cada uno de los miembros de la familia A3 (Fig. 5) se
puede observar que los genes mas parecidos son aquellos que se expresan
generalmente en el repertorio policlonal (3a, 3h, 3m, 3p, 3e, 3y 3r), mientras que los
pseudogenes son mas parecidos entre ellos (3c, 3d, 30, 3a2, 3i1, 3k, 3q, 3b y 3g). En
particular, 3l que es una V_ asociada a la amiloidosis AL, es mas parecida a los
pseudogenes. De forma general se puede observar que en las zonas de los CDRs es
donde hay mas diferencias y esto se debe a que en esta region se lleva a cabo el
proceso de hipermutacion somatica.

La tendencia de estas cadenas ligeras de ser amiloidogénicas sugiere que la
estructura de estas proteinas pudiera ser intrinsecamente amiloidogénica. En el
laboratorio se comprob6 esta hipétesis mediante el estudio de una proteina modelo,
nombrada 6aJL2, la cual es el dominio variable de la linea germinal 6a. Los resultados
obtenidos sefialan que esta proteina no es significativamente inestable, como se
habia supuesto. Por esta razén, se puede considerar que la linea germinal 6a no es la
causa directa de la alta tendencia de las cadenas ligeras A6 a la agregacion amiloide
[40].

Actualmente no se ha descrito ningun estudio termodinamico y/o estructural de
las lineas germinales de las cadenas ligeras A3. Para la familia A3 no se conoce cual
es el origen de su relacién con la amiloidosis AL. Este es el primer trabajo en donde se
estudia a la linea germinal.

En este trabajo nos enfocamos a 3r por su alta relaciéon con la amiloidosis AL y
a 3m como miembro de la familia que no esta asociado con la enfermedad. Nuestros
objetivos se centraron en evaluar cémo influye la secuencia de la linea germinal 3r en
la amiloidosis AL y como difiere su comportamiento de la linea germinal A6.
Evaluamos la importancia de algunos de los dominios de anti-agregacion previamente
descritos: el “sheet switch” y el asa 40-60 [24, 30]. Mediante el uso de servidores
bioinformaticos especializados en la prediccion de secuencias profibrilogénicas,
identificamos secuencias de agregacion que podrian estar implicadas en la formacién
de la fibra. EIl primer punto lo abordamos mediante mutaciones sencillas, dobles y
triples de la linea germinal 3r en donde observamos que la estabilidad y la capacidad

de formar fibras de cada mutante se afecta de forma diferencial.

13



|
H

)

.‘

&
EEEEEEEETD

Cooonazos

nw VK< PPZZP X

] A AL Q.
R H S SR < v TEEETR S S G

=

HHuZLurPuZAuLLLVULVLLA Z ZLLuLuunn
AMA XARXRIOARRAIIZIZLI2R O ZmmAmZOm=A

58 §=
ewmm

> 20TV VQOTH
n VMERRARWVVARD
m OmXm=XI<XO

E EEE--ER

A o
=
n

nuLUKLLLLLUVLLKOWLLWKL B >>>PTN>PDWV

T 7

CLE
MR-MAR-L3
AL-03
HPOL3

et o et
=<
o

<]

DORARARAARRZZZZZZR

. B

[ e e e R R R R

DQ165845
246627
Z37373

Y LLL PLLVLOWOFKLLL Z LLLLLLKLLL
NNAN NNNNNNNANNNNNNNNN O WwWOI<<II<nN4

3 WV n
<m <
n
>
-

= [Br-Bees - oe

AAR RAAPDARZMAARRAARARAR Z —<XZAARREARLOR

N E-

2P PrA<<AP0<<PRPPR2>P < PRPPPrP<<P>

]

OO0 araonoanoaaOOOnm
000U UZOOUOCOOUOOwWOOOOOUOO

N

n
=
>

i

|

Z-4>P04>

hanLnZZnZ
mmmmmo o mE

N <n>

S | O s H s NISTA RS G

<
n
=
=
=

m
O I <<
w

>>> VOP<PAP>—ADB>D>>>

R b 2 b 2 S S
SoEmEsTETs =
mmmmmTm AT
OO D &
- Q00O O
0OOOAOOO0 O
O s e e e B B B B
ARAMARRRR X
frgr e
A A==
Ss=S=y==a =
e L e e i
(AN EaYANANnTARA]
oooocoLooo
TVUVTTUOUTVT
ARRRARRRRX
>>PP2rP> >
E e T
TVWVWTVTVOVTVOTOO
“ununnnn
<<<<<<<<<
B e e b e R B
ok i ol et o gl g et
mmmmmm AT
- DVTTOVODUOD
IDVTTOVOOD
TLuLLLLLLGY
»

LV ZLLVLZULLLLLLOL K LoDZuuuuuon

d4zZd4 Ad4drEPA-dd-Hd—d4-ddd44 ZzZ azzao-AwoH

O<>» POPVIPAOBO: M- « « « o
S m. o<

M <<< <S9<<TN<

SSS SSSSSSSSSSSSSS52 X nor-H>EE>S42
o e

2> BPEPPAO0PPPBEEEER2PEP - BPA<SK<PEERER

4oH A-d-d—d-d—dd——d—d—>—-d - P<PP<P<<o
TET TTETEESTESIE oo

ZZZ ZDZVWZZZWZZZZZZZZ

M- mTmwTTmT
OO0 000G
6--4 OOOOOO

OO0 OO0
G EESEsS
ARXX RROXXX

6 o< prtE
A A
S=s Scccoc

GQPKAAPSVYTLFPPSS .. ..

ﬂ

Figura 5. Alineamiento de secuencias de cadenas ligeras de la familia A3. Los aminoacidos
fueron coloreados de acuerdo a los pardmetros del programa ALINE [38]. Los puntos
indican huecos introducidos para maximizar el alineamiento. En el grupo superior se
encuentran las secuencias de las subfamilias de las lineas germinales A3. Las secuencias de
3my 3r comparten 81.7% de identidad. El tridngulo de color purpura sobre el alineamiento
indica los sitios que fueron sustituidos en 3rJL2. En los grupos de en medio y debajo se
encuentran las secuencias A3 derivadas de pacientes con amiloidosis AL y los individuos
sanos. Las lineas negras encima del alineamiento sefalan las regiones de agregacidn
predichas por los servidores TANGO, PASTA y Aggrescan. Marcados con colores rosa, indigo
y gris se encuentran los “frameworks” (FR), regiones determinantes de complementariedad
(CDR) y el segmento de unién JL2. La estructura secundaria de 3mJL2 esta marcada por
debajo del alineamiento. Las secuencias de la linea germinal se obtuvieron de la base de
datos VBASE (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) y las secuencias derivadas de pacientes e
individuos sanos se obtuvieron del servidor del NCBI.
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3. Hipdtesis

La secuencia de la linea germinal de 3r es intrinsecamente amiloidogénica y

favorece la tendencia a formar fibras amiloides.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Estudiar la estabilidad termodinamica y las propiedades de fibrilogénesis in

vitro de cadenas ligeras A3 con el propdsito de definir cuales son las bases

estructurales y biofisicas de su tendencia a la agregacion amiloide.

4.2 Objetivos Particulares

Sintetizar y expresar genes que codifican para segmentos variables de
cadenas ligeras que contengan la secuencia de la linea germinal de miembros
de la familia A3 que presenten caracteristicas amiloidogénicas (3r) y no
amiloidogénicas (3m)

Determinar las propiedades biofisicas y de fibrilogénesis in vitro de cada una de
las cadenas ligeras expresadas

Introducir cambios de aminoacidos en las cadenas ligeras seleccionadas vy
definir su papel en la estabilidad termodinamica y su relacién con la
fibrilogénesis

Determinacion de la estructura cristalografica de cadenas ligeras A3
amiloidogénicas y no amiloidogénicas

A partir de las estructuras cristalograficas identificar regiones o residuos de
aminoacidos que pudieran ayudar a explicar la diferencia entre cadenas ligeras

A3 amiloidogénicas y no amiloidogénicas
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5. Materiales y Métodos

5.1 Reactivos.
El extracto de levadura fue de la marca Difco. El cloruro de guanidina (Gnd-HCI) y

la Tioflavina T (ThT) fueron de la marca de Research Organics. Las enzimas de

restriccion y la Vent polimerasa fueron de la comparfia New England Biolabs. Todos los

reactivos se utilizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los oligonucleétidos

usados en este trabajo fueron sintetizados en la unidad de sintesis del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

Tabla 3. Cepas

Cepa Genotipo Referencia
DH5 F* endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG : New England
o ®80d/acZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rc my*), A— : Biolabs
BL21(DE3) F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUV5- i New England
T7 gene 1.ind1 sam7 ninS]) Biolabs
Tabla 4. Plasmidos
Plasmido Caracteristicas Referencia
Vector de expresion que adiciona al N-terminal de la
proteina de interés el péptido sefial pelB. La proteina
pET22b de fusion generada se envia al periplasma. Ademas de NOVAGEN
forma opcional se puede agregar al C-terminal una cola
de 6 histidinas.
3mIL2 Contleqe el gen 3mjl2 clonado en pET22b en los sitios Este trabajo
Mscl-Hindlll.
3rJL2 Contlene el gen 3rjl2 clonado en pET22b en los sitios Este trabajo
Mscl-Hindlll.
3rIL2/Y ggzxado de 3rJL2. Presenta la mutacién en el residuo Este trabajo
Derivado de 3rJL2/Y. Presenta mutaciones en los .
3rJL2/YA residuos C34Y/W91A Este trabajo
Derivado de 3rJL2/YA. Presenta mutaciones en los .
3rJL2/YA/PTD residuos P7D/C34Y/W91A Este trabajo
Derivado de 3rJL2/YA. Presenta mutaciones en los .
3rJL2/YA/P8S residuos P8S/C34Y/W91A Este trabajo
Derivado de 3rJL2/YA. Presenta mutaciones en los :
3rJL2/YA/P40S residuos C34Y/ P40S/W91A Este trabajo
Derivado de 3rJL2/YA. Presenta mutaciones en los .
3rJL2/YA/148M residuos C34Y/ 148M/W91A Este trabajo
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5.2 Metodologia

5.2.1 Clonacién, expresion y purificacion de los dominios recombinantes A3.
Las secuencias de las lineas germinales fueron obtenidas de la base de datos

VBASE (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/). 3rdL2 y 3mJL2 contienen las secuencias de las
lineas germinales que corresponden a los dominios variables A humanos 3r y 3m. El
segmento JL2 se selecciond por ser el segmento de union (“joining”), mas utilizado por
las células plasmaticas [37]. La sintesis de 3ry 3m se realiz6 con la metodologia de PCR
recursivo descrita por Prodromou et al, [41]. EI DNA sintetizado fue clonado en el vector
pET22b (NOVAGEN). Las mutaciones sitio especificas se generaron con la metodologia
de megaprimer mutagénico [42]. Todas las construcciones fueron verificadas por
secuencia.

Los vectores que contienen los dominios variables recombinantes fueron
transformados en E.coli BL21(DE3) y se cultivaron a 37°C toda la noche en una placa de
agar de YT2X. Se tomé una colonia aislada para inocular 50mL de medio YT2X que
contiene 100ug/mL de ampicilina; posteriormente se dejoé incubando por 8 horas a 37°C
en un agitador orbital a 150 r.p.m. Cuando el cultivo llegé a una D.O.gy 1-1.4 se hizo la
induccién con IPTG a una concentracion final de 0.2mM. La induccién se dejo por 5h a
22°C y agitandose a 115 r.p.m.

El cultivo se centrifugé 10 minutos a 6000 r.p.m. y el sedimento (“pellet”) formado,
fue procesado de la siguiente manera: la proteina de interés fue purificada del espacio
periplasmico mediante la extraccion por choque (“shock”) osmotico con una solucion fria
que contiene 20% (w/v) de sacarosa, 0.1M Tris y 0.1M EDTA. Se dejo reposar 10 minutos
a 4°C, posteriormente se centrifugd como en el paso anterior. El “pellet” formado se
sometié a un segundo proceso de extraccién con agua fria. El “pellet” resuspendido se
dejo incubando a 4°C por 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se centrifugé como en el
paso anterior.

Los sobrenadantes obtenidos de los procesos de extraccion fueron precipitados
con diferentes concentraciones de sulfato de amonio. La primera precipitacion se hizo en
0-30%, se dejo incubando a 4°C toda la noche y posteriormente se centrifugé 10 minutos
a 6000 r.p.m. El pellet formado se eliminé. El segundo paso de precipitacion se hizo de
30-90% y se dejé incubando toda la noche a 4°C.

La proteina de interés se recuperd de la precipitacion al 90% de la siguiente

manera: los extractos precipitados se centrifugaron 30 minutos a 6000 r.p.m., se elimind
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el sobrenadante, se resuspendid el pellet formado y se dializé en un amortiguador
(“buffer”) que contenia 40mM Tris pH 8, 50mM NaCl (“Buffer” A).

Se requirieron dos pasos de purificacion para obtener la proteina de interés. El
primer paso consistio en una purificacién por filtracién en gel, para lo cual se utilizé6 una
columna de Sephacryl S-100 HR. La columna se equilibr6 con Buffer A a un flujo de
1.5mL/min. Las fracciones que contenian la proteina de interés se precipitaron con 70%
de sulfato de amonio. La proteina solubilizada fue dializada gradualmente en buffer que
contiene 40mM de Tris pH 8, disminuyendo las concentraciones de NaCl cada 4 horas.
La dialisis final se realizé en 40mM Tris pH 8 por 1hora.

El segundo paso de purificacion consisti6 en una cromatografia de intercambio
anioénico (BIORAD column). La columna fue equilibrada con Tris 40mM pH 8 (Buffer B). La
muestra en la columna fue lavada con Buffer B durante 40 minutos. El gradiente salino
utilizado fue Tris 40mM con 0.5M de NaCl (Buffer C). Se utilizé6 un gradiente de 0-30%B
durante 60 minutos a un flujo de 1mL/min. La pureza de la proteina se determind por
SDS-PAGE. La concentracion se determind por absorcion de UV (280 nm). A partir de la
secuencia de aminoacidos se determiné el coeficiente de extincién usando el servidor

ProtParam disponible en el sitio web Expasy. La proteina purificada se almaceno a 4°C.

5.3 Calculo de peso molecular de las cadenas ligeras
El calculo de peso molecular de los dominios variables se hizo mediante una

columna pre-empacada Superdex 75 (10/30) (Amersham Pharmacia). La columna fue
previamente equilibrada con Buffer A. Los pesos moleculares se calcularon usando una
interpolacion lineal a partir de una curva de calibracion que incluyé albumina de suero
bovino (66,3 kDa), ovoalbumina (43,5 kDa), anhidrasa carbdnica (28.8 kDa), mioglobina

(17 kDa) y citocromo ¢ (11,7 kDa) como marcadores moleculares de peso.

5.4 Experimentos de desnaturalizacion
La desnaturalizacion quimica de los dominios variables se siguid mediante el

registro de la fluorescencia intrinseca del triptéfano (Trp) 35 en un espectrofluorimetro
LS50B (Perkin Elmer). Los cambios en la intensidad de fluorescencia del Trp35 fueron
detectados a 355 nm excitando a 295 nm. La intensidad de la fluorescencia se graficé
contra la concentracion de cloruro de guanidina (Gdn-HCI). Los cambios en la intensidad

de fluorescencia del Trp35 fueron comparados mediante un proceso de normalizacion.
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Para cada curva se calcul6 la fraccion desnaturalizada aparente (F,p,) mediante la

siguiente ecuacion:

_ (Yobs _Yf )

En donde Y, es la intensidad de fluorescencia a una temperatura dada o a una
concentracién de Gnd-HCI. Y;y Y, son los valores observados para el estado nativo y el
estado desnaturalizado a la misma concentracion de desnaturalizante. A partir de los
valores de fluorescencia graficados se trazaron lineas base en la pre-transicion (estado
nativo) y en la post-transicion (estado desnaturalizado). Las lineas base permitieron

obtener una estimacién de Y;y Y, en la region de transicion.

5.4.1 Desnaturalizacién quimica
Para llevar a cabo los experimentos de desnaturalizacion quimica se utilizé una

celda de cuarzo con un paso de luz de 1cm, manteniendo la temperatura a 25°C. Se
prepararon muestras de 600ul con una concentracion de proteina de 50 ug/mL en buffer
de fosfatos 20mM pH 7.5. Las muestras se incubaron 12 horas (condiciones de equilibrio).
Se utilizaron diferentes diluciones de cloruro de guanidina de un stock 8M.

Los parametros termodinamicos fueron calculados asumiendo un proceso de
desnaturalizacién de dos estados: mondmeros en estado nativo (N) en equilibrio con
monomeros en estado desnaturalizado (U):

Kapp

NeoU

En donde Kup = Fapp/(1 — Fapp). Se asumié una dependencia del AG® sobre la
concentracién de Gnd-HCI [43]:

AG" =AG,, , —m[GndHCI]

En donde AG® representa la energia libre de Gibbs a una concentracién determinada de

Gnd-HCI. AGLZO representa la energia libre de Gibbs en ausencia de Gnd-HCI, m es el

gradiente lineal de la transicion y refleja el proceso de cooperatividad. Cm es la

concentracion de desnaturalizante, en donde AG = 0, fue calculado a partir de Cm = —

AG}, o /m.
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5.4.2 Desnaturalizacién térmica
Los experimentos de desnaturalizacion térmica fueron realizados en una celda de

cuarzo sin restriccion de paso de luz. Se prepararon muestras de 3mL de una solucién
que contiene la proteina de interés a una concentracion final de 50ug/mL en PBS 1X. La
intensidad de la fluorescencia del Trp35 se midié como se describié en los experimentos
de desnaturalizacion quimica. La solucién de proteina fue calentada usando un bafo de
agua con recirculacion conectado a la cubeta del espectro-fluorimetro. La temperatura de
la solucién fue medida de forma directa usando un termometro termistor.

Los datos de la desnaturalizacién térmica fueron analizados de acuerdo a Pace et al., [43]

considerando un proceso de dos estados y considerando la ecuacion de van’t Hoff:

d(nK,,) AH

_ app

d1/T) R

En donde T es la temperatura, AH es la entalpia y R es la constante de los gases.

El valor de AG a temperatura ambiente fue determinado usando la siguiente ecuacion:

AG(T):AHmtl—TTJ—AC{(Tm ~T)+T h{TTJJ

m m

En donde T es 298K y Cp es el cambio en la capacidad calorifica asociada al

desplegamiento, calculado de forma tedrica de acuerdo al método de Millardi et al., [44].

5.5 Formacion de fibras in vitro
Se prepararon 3mL de una solucién de proteina con una concentracion de 100ug/mL en

PBS 1X. La solucién de proteina se filtré por una membrana Millex GV 0.22mm (Millipore).
La solucién de proteina se coloc6 en una celda de poliestireno y se dejé agitando con
una microbarra magnética a 37°C. La formacion de fibras fue monitoreada mediante la
incorporacion de Tioflavina T (ThT) [45]. La emision de fluorescencia se registré a 482 nm
usando una longitud de onda de excitacion de 450 nm. La cinética de formacién de fibra
se analizé6 mediante los cambios en la intensidad de fluorescencia del ThT a través del

tiempo. El analisis se realizé con la siguiente ecuacién [22]:
Fror = A/(l +exp[— B(t-t ])
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En donde Fryr es la intensidad de la fluorescencia del ThT, A es la intensidad de la
fluorescencia del ThT en la postransicién, t; es el tiempo medio de la region de transicion,
B es el crecimiento de la fibra y t es el tiempo. El tiempo lag de nucleacién fue calculado

por extrapolacion lineal de la fase hiperbdlica con origen en el eje de las abcisas [46].

5.6 Microscopia electrénica
Se colocaron 20ul de muestra durante 2 minutos sobre una rejilla G200 (formvar/carbono),

cubierta de cobre (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA), secando exceso de
liquido con papel filtro. Posteriormente se realizé una tincion negativa con 40ul de acetato
de uranilo 4% (w/v) durante 2 minutos, secando el exceso de liquido con papel filtro. Las
muestras fueron analizadas a 80 kV en un microscopio de transmision electronica Zeiss
EM900. Las imagenes se tomaron con una camara CCD DualVision 300W (Gatan,
Pleasanton, CA) a una resoluciéon de 1030 X 1300 pixeles. Las imagenes fueron editadas

con el programa Adobe Photoshop, version 7.0.

5.7 Cristalografia
La generacién de los cristales, difraccién, colecta de datos y la generacion de los modelos

estructurales fue realizada en el grupo del Dr. Enrique Rudifo, del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

Mediante la técnica de “microbatch”, se buscaron las condiciones Optimas de
cristalizacion, utilizando los “Kits” 1 y 2 de cristalizaciéon de Hampton Research (Laguna
Niguel, CA). Las proteinas fueron concentradas de la siguiente manera: 3mJL2 a
3.5mg/mL, 3rJL2/Y a 4.5 mg/mL y 3rJL2/YA a 3.5 mg/mL. Se colocaron muestras
conteniendo 1 ulL de proteina y 1 pyL de solucion de cristalizacion, mezcladas con aceite
de parafina. Los microcristales fueron obtenidos en diferentes condiciones. En la
condicion 5 (Citrato de sodio 0.2 M, Hepes 0.1 M pH 7.5 y 30% MPD) se obtuvieron los
cristales de 3mJL2. Los cristales de 3rdL2/Y y 3rJL2/YA se obtuvieron en la condicién 32
(Sulfato de amonio 2 M) del Kit 1. Para las tres proteinas las condiciones en las que se
obtuvieron cristales fueron optimizadas. Utilizando la metodologia de gota colgante se
obtuvieron cristales 0.30x0.30x0.30 mm a 291K después de 15 dias. Las condiciones
fueron las siguientes: 3mJL2, Citrato de sodio 0.2 M, HEPES 0.1 M pH 7.5 y 40% MPD.
Para 3rJL2/Y, Sulfato de amonio 2.3 M y 40% de trealosa. 3rJL2/YA, Sulfato de amonio
16 M y 40% de trealosa. Todas estas condiciones fueron adecuadas para los

experimentos de difraccion de rayos X. Los cristales seleccionados para los analisis de
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difraccion de rayos X se congelaron directamente en N; liquido, inmediatamente después

de haberlos cosechado y preservado con la solucién protectora correspondiente.

5.7.1 Colecta de datos de la difraccion de rayos X
La colecta de datos se realizé en el NSLS beamline X6A a dos longitudes de onda

de rayos X: 0.9720 A (para las dos mutantes) y 0.9330 para 3mJL2. Se utilizé el
criosistema Oxford de la serie Cryostream 700 y un detector ADSC Q270 (ADSC; Poway,
CA, USA).

5.7.2 Procesamiento de datos y refinamiento del modelo
La indexacién y la integracién se realizaron con el programa MOSFLM para

3rdL2/Y y XDS para 3mJL2 y 3rJL2/YA (45, 46). La integracion de las reflexiones fueron
ordenadas, escaladas y truncados con SORTMTZ, SCALA y TRUNCATE [49] de la suite
CCP4 respectivamente.

Para el reemplazo molecular se utilizaron las coordenadas atémicas del PDB 1LIL,
correspondiente a la inmunoglobulina A3 Cle. El reemplazo molecular se llevé a cabo con
el programa PHASER [50, 51]. El modelo resultante para cada proteina fue sometido a un
refinamiento de cuerpo rigido, seguido de un refinamiento en REFMACS5 [52]. Una vez
que se alcanzé la convergencia se continud el refinamiento en PHENIX 1.5 [53]. El
refinamiento se alterné con la construccion manual mediante el programa COOT [54].

Se realizaron varios ciclos de refinamiento, cuando los valores Ry« Y Riee fUeron
inferiores a 0.18 y 0.22 se termind el proceso de refinamiento. La validacion de los
modelos se realizé mediante el programa PROCHECK [55] .

Las coordenadas y los factores de estructura de los modelos finales fueron
depositados en el “Protein Data Bank” (PDB) [56], con los siguientes cddigos 4AlZ
(3mJL2), 4AIX (3rdJL2/Y) y 4AJ0O (3rJL2/YA). Los datos cristalograficos y las estadisticas

de refinamiento para las tres estructuras se muestran en la Tabla 6 (pagina 30).

5.8 Analisis estructural.
Para realizar el andlisis estructural se utilizé el servidor 3dss que permite realizar la

superposicion de las estructuras [57]. Con el servidor “Protein Interaction Calculator
Server” se calcularon las interacciones de puentes de hidrégeno e hidrofdbicas, las
distancias interatémicas consideradas fueron < 3.5 and 4.0 A [58]. Con el servidor
“Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies (PISA)” se analizaron las interacciones que

se crean en los cristales de 3mJL2, 3rJL2/Y and 3rJL2/YA [59]. Las figuras se realizaron
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con el programa PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2,
Schrédinger, LLC).

5.9 Dicroismo circular (CD).
Los espectros de CD y los experimentos de desnaturalizacién térmica se

realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-715 (JASCO Inc. Easton MD) equipado
con un Peltier refrigerado por agua. Los espectros en el UV-lejano (Far-UV CD) se
midieron usando una celda de cuarzo cerrada con 0.2 cm de paso de luz. La
concentracién de proteina que se utilizo fue de 200pg/mL en 20 mM Na2HPO4 pH 7,5.

Los datos registrados se convirtieron en elipticidad molar mediante la formula [60]:

[6]= miligrados/(paso de luz de la celda en milimetros x concentracion molar de la
proteina x numero de residuos)
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6. Resultados

6.1 3mJL2 y 3rJL2/YA (C34Y/W91A), dominios variables 1.3 amiloidogénicos y no
amiloidogénicos
Las lineas germinales de 3r y 3m se ensamblaron integrandoles el segmento JL2,

dando como resultado las construcciones 3rJL2 y 3mJL2. Las construcciones de cada
linea germinal se verificaron mediante secuenciacion nucleotidica. Las proteinas
recombinantes se expresaron en un sistema bacteriano, utilizando la cepa de E.coli BL21
(DE3). 3mJL2 se expreso de forma soluble y con un alto rendimiento. La identidad de
3mJL2 se verificO mediante espectrometria de masas y secuenciacion de los primeros
cinco aminoacidos. 3rJL2 no se expresd en cantidad suficiente aun cuando se
modificaron las condiciones de expresiéon (datos no mostrados). La poca cantidad de
proteina que se obtuvo de 3rJL2 nos impidié llevar a cabo su caracterizacion. Debido a
que la expresion de 3rJL2 resulté poco exitosa se decidié analizar mediante un predictor
de puentes disulfuro si la presencia de Cys34 podria alterar la formacion del puente
disulfuro caracteristico de las cadenas ligeras. Para este propdsito se utilizé el servidor
DiANNA 1.1[61] el cual predice la formacién de puentes disulfuro a partir de la secuencia
de aminodacidos; en este servidor se introdujo la secuencia de 3rJL2. El servidor detecta el
puente disulfuro caracteristico que presentan las cadenas ligeras entre los residuos Cys23
y Cys88. Sin embargo, detecta también una segunda opcion con alta probabilidad de
formar un puente disulfuro entre los residuos Cys23 y Cys34 (dato no mostrado). En
contraste, el servidor no detecta la probabilidad de formar un puente disulfuro entre
Cys34 y Cys88. Actualmente se tiene bien documentado que dentro de las limitantes que
presenta la expresion heterdloga en bacterias es llevar acabo plegamientos complejos de
proteinas que incluyan varios puentes disulfuro [62]. La presencia de la Cys34 podria ser
la causa por la que la expresion heterdloga de 3rJL2 resultara poco exitosa.
Probablemente durante el plegamiento de 3rJL2 en E.coli (DE3) resulta complejo el poder
distinguir la combinacion correcta de residuos de cisteina que se deben utilizar, es decir,
usar la combinacion Cys23 y Cys88 para formar el puente disulfuro caracteristico y
descartar la seleccion de Cys22 y Cys34.

Con el objetivo de caracterizar estas dos lineas germinales decidimos construir
varias mutantes derivadas de 3rJL2. Las secuencias de las lineas germinales A3 fueron
alineadas (Fig. 5), observandose que 3r es la Unica linea germinal que presenta una

cisteina en la posicién 34 (CDR1) (numeracion de Kabat). Algunas lineas germinales A3
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presentan tirosina en esta posicion. En otras secuencias se observan residuos cargados y
polares (Fig. 5), mientras que las secuencias amiloidogénicas y no amiloidogénicas
aisladas de pacientes con amiloidosis AL presentan Cys34 (Fig. 5).

De acuerdo con estas observaciones construimos 3rJL2/Y, un mutante en la que
Cys34 se mutd a tirosina (3rJL2/C34Y), el residuo equivalente que se encuentra en la
linea germinal 3m (Fig. 5). La expresion, purificacion y el rendimiento de 3rJL2/Y fueron
comparables a los de 3mJL2. Probablemente la presencia del residuo de cisteina
expuesta al solvente pudo haber afectado la expresion de 3rJL2. La estabilidad
termodinamica de 3mJL2 y 3rJL2/Y se evalu6 por medio de experimentos de
desnaturalizaciéon quimica (12 horas de incubacion a 25°C) y térmica al equilibrio. La
desnaturalizaciéon quimica se hizo a diferentes concentraciones de cloruro de guanidina
(Gnd-HCI). En ambos experimentos (desnaturalizacion quimica y térmica) los valores de
fluorescencia del triptéfano revelaron transiciones monofasicas (Fig.6A y 6B). Los datos
obtenidos fueron analizados suponiendo un comportamiento de dos estados (Fig.6A).

La desnaturalizacion térmica de 3rJL2/Y mostrd transiciones que no fueron
superponibles en la curva de desnaturalizacion (Fig. 6B). Estos resultados pueden reflejar
un proceso de plegamiento irreversible o dano foto-fisico del Trp35. Para corroborar lo
anterior se midieron espectros de fluorescencia de muestras que estuvieran en
obscuridad o iluminadas por la luz de la lampara de fluorescencia durante el proceso de
desnaturalizacion térmica. Los espectros registrados de las muestras en oscuridad o
iluminadas fueron muy similares, lo que indica que la foto-oxidacion no es responsable de
las diferencias en la desnaturalizacién térmica de 3rJL2/Y. Con el objetivo de saber si
algun tipo de agregacion pudiera ser la causa de la irreversibilidad, se realizaron analisis
por cromatografia de exclusion por tamano (“Size Exclusion Chromatography”, SEC) y
microscopia electrénica de la muestra desnaturalizada. Los resultados de ambas
estrategias no mostraron agregados (datos no mostrados). Para determinar cambios en
la estructura secundaria de las proteinas se utilizé dicroismo circular (CD). Se registraron
espectros de UV lejano de 3rJL2/Y antes (condicién nativa, 20°C) y después de la
desnaturalizacion térmica (condicion desnaturalizante, 75°C), encontrando que los
espectros obtenidos no son iguales (Fig. 7). Este resultado sugiere que algun tipo de

irreversibilidad no vinculada a la agregacion esta presente en esta proteina.
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Figura 6. Curvas de desnaturalizacion de cadenas ligeras A3. A) y C) Fraccién desnaturalizada de las proteinas en presencia de cloruro de
guanidina (Gnd-HCl). Las lineas sdlidas representan un modelo de dos estados. Los insertos en A) corresponden a una curva de desnaturalizacion
y renaturalizacion de 3rJL2/Y y 3rJL2/YA. Los simbolos rellenos corresponden a la desnaturalizacién de la forma nativa (N-U), mientras que los
simbolos vacios corresponden a la renaturalizacion del estado desnaturalizado (U-N). B) y D) Desnaturalizacidon térmica; los simbolos rellenos
indican desnaturalizacidn y los vacios renaturalizacién. Los insertos en B) muestra la intensidad de fluorescencia de 3rJL2/Y vy 3rJL2/YA. 6alL2 se
muestra en las graficas con propdsitos de comparacién. Los calculos termodinamicos se muestran en la Tabla 5.



Todas las proteinas de cadenas ligeras A recombinantes previamente estudiadas
por desnaturalizacién térmica han mostrado reversibilidad sin dafio. Ademas del Trp35 en
el nucleo hidrofébico caracteristico de las cadenas ligeras, la secuencia de 3rJL2
contiene un segundo residuo de triptéfano en la posicién 91, que también esta presente
en la mayoria de las secuencias de cadena ligera amiloidogénicas y no amiloidogénicas
A3 (Fig. 5). La presencia de varios residuos de triptéfano en una proteina dificulta la
interpretacion de la sefial de fluorescencia generada de forma individual. Cuando dos
residuos de triptéfano se encuentran en la misma proteina, ocurre un apagamiento de la
fluorescencia. En el inserto de la Figura 6B se puede observar que la intensidad de la
fluorescencia entre el proceso de desnaturalizacion y el de renaturalizacion difiere. Lo
anterior sugiere que durante el proceso de desnaturalizacién ocurre un apagamiento de la
sefal de fluorescencia generada por los triptéfanos 35 y 91. Este apagamiento en la
mutante 3rJL/Y nos impidi6 generar un andlisis confiable para obtener la fraccion
desnaturalizada de la curva de reversibilidad (Fig. 6B).

Con la finalidad de facilitar la interpretacién y el analisis de datos de la curva de
reversibilidad de desnaturalizacién térmica seguida por fluorescencia, se cambi6 el W91
por alanina (el equivalente de residuos presentes en la secuencia de 3m, Fig. 5). Esta
doble mutante llamada 3rJL2/YA (3rJL2/C34Y/W91A) mostré curvas de desnaturalizacién
y renaturalizacion superponibles (Fig.6B). Los resultados de CD en el UV lejano indicaron
que la doble mutante recuperé su estructura nativa mas significativamente en
comparacion con la mutante sencilla (Fig.7). Este resultado nos alent6 a utilizar la doble
mutante como molde para generar nuevas mutantes y evaluar la propension a la
formacion de fibras.

En la Figuras 6A y 6B se muestran las graficas obtenidas de los experimentos de
desnaturalizacion quimica y térmica. Los valores termodinamicos calculados a partir de
estas curvas muestran que 3mJL2 y 3rJL2/Y presentan valores similares de Cm, m, Tm,
AH, y AG (Tabla 5). Los valores termodinamicos obtenidos para 3mJL2 y para 3rJL2/Y
caen dentro de los valores termodinamicos para cadenas ligeras consideradas estables
reportados por otros grupos [23, 63] y resultados obtenidos en el laboratorio [40] (ver
detalles mas adelante).

El cambio Trp91Ala en 3rJL2/YA causd una desestabilizacion significativa. Al
comparar los valores termodinamicos de 3rJL2/Y con los de 3rJL2/YA se observa que los

parametros de Cm, Tm y AG disminuyeron 0.4 M, 7°C y 6KJ/mol, respectivamente (Tabla
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5). Para las mutantes se evalu6 si la desnaturalizaciéon quimica de estas proteinas es un
proceso reversible. El inserto de la Figura 6A en la cual se muestran algunos puntos de la
curva de desnaturalizacion-rentauralizacion en diferentes concentraciones de cloruro de
guanidina, se puede apreciar que ambas curvas son superponibles, sugiriendo que el
proceso de renaturalizacion de 3rJL2/Y y 3rJL2/YA es reversible.

La linea germinal de 6a fue la primera linea germinal A estudiada, usando como
modelo a la proteina 6aJL2. Los valores termodinamicos de 6aJL2 permiten considerarla
como una cadena ligera estable [40]. En este trabajo, tomamos como referencia los
valores termodinamicos de 6aJL2 como un criterio para considerar cuando una cadena
ligera es relativamente estable o inestable. Este valor termodinamico de 6aJL2 permitié
comparar la estabilidad termodinamica entre las familias A3 y A6. Los resultados
termodinamicos obtenidos para 6aJL2 fueron similares a los reportados anteriormente
[40]. Los resultados de CD en el UV lejano mostraron que la linea germinal de 6aJL2 es
completamente reversible (Fig. 7).

Cuando se comparan los valores termodinamicos de 3mJL2 y 3rJL2/Y (Tabla 5) se
pueden apreciar diferencias como lo son una Tm y un AG superiores al de 6aJL2 (Tabla
5). Tomados en conjunto estos datos indican que 3mJL2 y 3rJL2/Y son al menos tan
estables como la linea germinal 6aJL2 y que la linea germinal klO18/08, las unicas lineas

germinales amiloides previamente estudiadas [40, 63, 64].

Tabla 5. Parametros termodinamicos de cadenas ligeras A.3.

Parametro 3mJL2 ?&JDLS/;)( (Cgébzéégg) 6aJL2
Cm (M) 16+0.1 18+0 14 %01 16+0
m (K3/mol) 421D 13413 J1641.0 41D
Tm(°C) 60 + 0.8 63+ 0.1 56 + 0.5 49+ 05
AGsc KI/mol 33+0.7 37+29 313+02 27+13
AHyy (KJ/mol) 317 42 331.3 426 332 +5 3505 419.4

La desviacidén estandar corresponde a tres experimentos independientes
n. a.= no aplica, no se observé formacion de fibras después de 70 h
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Figura 7. Espectros de dicroismo circular (CD) de las cadenas ligeras A en sus formas
desnaturalizada y renaturalizada. Los espectros de desnaturalizacién (75°C) y renaturalizacién
(20°C), se muestran como lineas de puntos y circulos. Los espectros se registraron durante el
calentamiento y enfriamiento de la misma muestra. La linea continua representa el espectro de
la proteina nativa. La renaturalizacion de 3rJL2/Y, 3rJL2/YA, 3riL2/YA/P7D, 3riL2/YA/P40S y
3rJL2/YA/148M muestran algunos cambios en la estructura secundaria (trazo de circulos). Lo
anterior se puede observar por el desplazamiento del trazo (215 nm) en el espectro de
renaturalizacién alrededor de la maxima a 225 nm. Los experimentos se llevaron a cabo
utilizando una celda con un paso de luz de 0.2 cm (200ug/ml de proteina en 20 mM Na2HPO4
pH 7.5). 29



6.2 Diferencias estructurales entre la linea germinal 3mJL2 y las mutantes de 3r]JL2
Los dominios variables 3mJL2, 3rJL2/Y y 3rJL2/YA se cristalizaron mediante el

método de difusion de vapor de gota colgante. Las estructuras cristalograficas se

determinaron por reemplazo molecular utilizando como modelo de busqueda la proteina

de mieloma multiple A3 Cle [51]. 3mJL2 formd cristales en el grupo espacial C121,

mientras 3rdJL2/Y y 3rJL2/YA formaron cristales en el grupo espacial P3,. La unidad

asimétrica de cada cristal contiene cuatro mondémeros. Cada monémero del dominio

variable de cadena ligera presenta el plegamiento candénico del respectivo segmento de

una inmunoglobulina. Se pudieron observar los residuos 2-107. El mapa final de densidad

de electrones 2fo/fc de cada estructura presentd buena calidad y un arreglo congruente

con los modelos. Los datos cristalograficos y estadisticos de refinamiento se presentan

en la Tabla 6.

Tabla 6. Datos cristalograficos y estadisticas del afinamiento de las estructuras A3

Datos 3mJL2 3rJL2/Y 3rJL2/YA
Grupo espacial Cc121 P3, P3,
D'muenr}f;?ige(zdlf 'f/‘;lf'da 89.4,40.9, 106.7; 41.9,41.9,170.8; | 41.8,41.8, 171.10;
" on ’ 90, 90.15, 90 90, 90, 120 90, 90, 120
a, By /°)
Residuos por
monoémero/ Monémeros 106/ 4 106 / 4 106/ 4
por AU
Coeficiente de Matthews
(A*Da™)/ Concentracion 2.1/41.3 1.9/33.9 1.8/33.6
de solvente (%)
Fuente de rayos X NSLS, X6A
Detector ADSC Q270 CCD
Longitud de onda 0.9330 0.9720 0.9720
Intervalo de resolucién @ 34.20-1.75 (1.84- | 24.86-1.80 (1.90- 27.63-1.70 (1.79-
(A) 1.75)% 1.80) 1.70)
Ndmero de reflexiones 31323 31131 36831
anicas
Multiplicidad 6.8 (7.2) 5.7 (5.7) 5.7 (5.6)
'”teg”dad(gs los datos 79.4 (74.3) 100 (100) 99.9(99.7)
I/o(1) 7.4(2.1) 10.4 (2.3) 10.2 (1.8)
Rmerge (%0) 7(37) 6 (32) 6 (43)
Valor B obtenido dgzl)a/
gréfica de Wilson (
Valor B promedio de las 17.22 /1 22.50 16.27 / 20.87 18.46 / 23.55
coordenadas
Ruork! Riree (%0) 16.6/21.8 16.8 / 21.1 17.4 /21.1
PDB 4A1Z 4AIX 4AJ0
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La superposiciéon de los monémeros de cada una de las estructuras permitié
obtener un valor de desviacion estandar (RMSD) entre 0.4 y 0.9 A, indicando que los tres
modelos son similares (Fig. 8). Sin embargo, hay ligeras desviaciones de la cadena
principal entre 3mJL2 y las mutantes 3rdL2/Y y 3rJL2/YA en el CDR1. Otras desviaciones
se observan en la region cercana al residuo P40. El asa que conecta las hebras C"y D
junto con el CDRS3 presentan también ligeras desviaciones (Fig. 9A).

La conformacion de la region N-terminal en las estructuras 3mJL2, 3rJL2/Y y
3rdL2/YA es similar a la de 6aJL2 [24], incluyendo la prolina del “B-bulge”. Sin embargo la
hebra A en las estructuras A3 es corta y solo comprende el segmento después del “B-
bulge” (Fig. 9B). En las estructuras A3 y en la estructura de 6aJL2 se observdé que se
comparten los mismos puentes de hidrogeno que se forman entre los grupos carbonilos
de P7 y P8 de la hebra A con los grupos carbonilos de T103 y K104 de la hebra G (Fig.
9B). En comparacion con otras lineas germinales de la familia A3, 3mJL2 presenta una
insercion en la CDR3 (Y95b) (Fig. 5). En 3mJL2, el hidroxilo del residuo Y95b forma un
unico puente de hidrogeno con el OE2 de E3 que contribuye a mantener el extremo N-
terminal en el interior del dominio variable (Fig. 9B; Tabla 7).

La conformacion de la cadena principal de 3rJL2/Y y 3rJL2/YA es similar. El
cambio de cisteina a tirosina en la posicidon 34 incremento el parche de hidrofobicidad en
las mutantes de 3r. En 3rJL2/Y, el residuo Tyr34 (hebra  C) forma parte de un grupo
hidrofébico con los residuos Y32, Y49, L46 y W91 (Fig. 9D). El ultimo residuo forma una
interaccion hidrofdbica adicional con V96 (Fig. 9D). 3rJL2/YA mantiene las mismas
interacciones hidrofébicas, con la excepcion de la posicién 91. Esto nos sugirid que el
cambio W91A (hebra B G) propicio la pérdida de contactos con las hebras  C, F y G.
Quizas ésta podria ser una de las explicaciones de por qué 3rJL2/Y es ligeramente mas
estable (Tabla 5) y por qué 3rJL2/YA presenta la capacidad de formar fibras (ver mas
adelante).

Al comparar las estructuras A3 con 6aJL2, se observa una desviacién de ~2 A en
el Ca del asa que conecta las hebras § C y C’ (K39 a Q42) (Fig. 9C). Esta diferencia ha
sido reportada en proteinas asociadas a la amiloidosis AL y podria reflejar la alta
movilidad de esta regién [27].

El analisis estructural sugiere que cada linea germinal presenta un grupo
particular de contactos que estabiliza su estructura. En las estructuras de las cadenas
ligeras A3 se observé que presentan un mayor nimero de interacciones hidrofébicas que

la cadena ligera 6aJL2 (Tabla 7).
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Figura 8. Graficas de RMSD de las estructuras A3. Las graficas de RMSD fueron calculadas
entre un mondmero de la unidad asimétrica de 3mJL2 vs 3rJL2/C34Y (RMSD 0.9 A), 3mJL2 vs
3rJL2/YA (RMSD 0.8 A) y 3rJL2/Y vs 3rJL2/YA (RMSD global 0.4 A). Entre 3mJL2 y las estructuras
de 3rJL2 hay cuatro regiones que presentan desviaciones significativas en la cadena principal:
CDR1 (residuos 25-31a), alrededor de la regién P40 (residuos 39-42), FR3 (residuos 66-68) y en
todo el CDR3 (residuos 91 -95B). 3rJL2/Y y 3rJL2/YA s6lo muestran ligeras diferencias de RMSD
en los residuos 93 y 94. La superposicion de los mondmeros se hizo usando el programa de
3dss [57].
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Figura 9. Diferencias estructurales entre la linea germinal 3mJL2 y las mutantes de 3rJL2. A)
Superposicion de 3mlL2 (verde), 3rJL2/Y (amarillo) y 3rJL2/YA (cian). Los mondmeros muestran
la ubicacion de los residuos P7, P8, P40, 148 y A91 en 3riL2/YA. Las hebras B forman el
plegamiento tipico de inmunoglobulina. B) La conformacion del N-terminal “sheet switch” es
similar en 3mJL2 y 3rJL2, incluyendo el “B-bulge” en las hebras A. Se forman dos puentes de
hidrégeno entre P7 y P8 de la hebra B A con T103 y K104 de la hebra B G, esto se representa
por lineas de puntos. En 3mJL2, la insercidn en Y95b forma un puente de hidrégeno con el E3
dirigiendo el extremo N-terminal hacia el nucleo hidrofébico del dominio variable. El
mondmero de 6all2 se muestra en color naranja para propdsitos de comparacién. C)
Superposicion de la region que comprende los residuos de P40 e 148 de 3mlJL2, 3rlL2/Y,
3rJL2/YA y 6alL2. D) Representacién de las interacciones hidrofébicas Unicas formadas entre
W91 y Y34 en 3rJL2/Y. Se observa el apilamiento adicional (parche hidrofébico) de V96 con los
residuosY32, Y49 y L46.
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Tabla 7. Comparacion de interacciones entre residuos especificos de proteinas A3 vy

6adlL2.
3mIL2 32 T 3rL2NA 6alL2
Puentes de hidrégeno
E3 (OE2) Y950 (OH] - - - - : -
T102 T102 T102 T102
PTO) " og1)y PO o1y PO 0g1)y PO 0g1
P8 (0) K103 (N) P8(0) K103 (N) P8 (O) K103 (N) H8(O) K103 (N)
N31b
] ] ; ; ; ; b1y R25 (NH1)
N31b
] ] ; ; ] ] Nog) | Y91 (0)
V34 (N) Q89 (0) Y34 (N) | Q89 (0) Y34 (N) Q89 (0) Q34 (N) Q89 (0)
Y34(0) Q89 (N) - - - ; Q34 (0) Q89 (N)
i i h h : T Q34 (NE2) Y32 (0)
; ; h h : C Q34 (OE1) E50 (N)
; i h h ; Z7 Q34 (NE2) Q89 (OET)
148 (0) W35 (N) 148 (0) W35 (N) | 148 (0) W35 (N) 148 (O) W35 (N)
148 (N)  W35(0) 148 (N)  W35(0)  148(N) W35(0) 148 (N) W35 (O)
. - WeT(0) Y32(N)  A91(0) YR2(N) Ye1(0) D2
. CTWOT (NY Y32 (0) T AST (N) V32 (0) Yo (N) | S90 (OG)
W91
; ; (Ned) Q89 (CET) - ; i ;
Interacciones hidrofébicas
p7 P8 p7 P8 p7 P8 : n
Y34 Y32 Y34 Y32 5 . i 5
. i Y34 L46 Y34 L46 i 5
Y34 Y49 Y34 Y49 Y34 Y49 i 5
i . Y34 W91 i . i 5
148 W35 148 W35 148 W35 148 W35
148 L73 148 L73 148 L73 148 L73
. - W91 V96 A9 V96 i ;

Los puentes de hidrégeno y las interacciones hidrofdbicas formadas por los residuos de 3mJL2, 3rJL2/Y,
3rJL2/YA y 6alL2 fueron calculadas usando el servidor PIC (“Protein Interaction Calculator”) con un
criterio de distancias inter-atémicas < 3.5 A and 4.0 A [58]. La numeracién de los residuos esta de
acuerdo a la numeracién de Kabat.

Muchos dominios variables y cadenas ligeras completas forman dimeros en

condiciones fisiolégicas [32]. Los dimeros no parecen estar implicados en la formacion de

fibra y esta condicién estructural podria inhibir el efecto patolégico causado por los

monoémeros de cadena ligera [34]. La dimerizacion de los dominios variables podria

considerarse una caracteristica de seguridad que impide la formacién de fibras. Por esta

razén, se analizaron las interacciones V|-V, en las estructuras de las cadenas ligeras A3.

En la unidad asimétrica de 3mJL2 cada mondmero interactia con otro mondémero
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formando un dimero equivalente a un dimero de Bence-Jones (BJ) (Fig. 10A), mientras
que los mondémeros de 3rJL2/Y y 3rJL2/YA forman un dimero en el que el segundo
monomero esta rotado 180° con respecto al mondomero correspondiente de 3mJL2 (Fig.
10B). Los monomeros de las mutantes derivadas de 3r solo forman el equivalente de un
dimero BJ con sus patrones de simetria. En el centro de la hebra B de 3mJL2 la cadena
lateral de R20 se encuentra dirigida hacia el solvente y evita la formacion de una interfaz
alterna que se encuentra en 3rJL2/Y y 3rJL2/YA, donde S20 esta sumergida en la interfaz
del dimero (Fig. 10B).
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Figura 10. Interfaces de dimeros cristalograficos en sus unidades asimétricas de las cadenas
ligeras 3mJL2, 3rJL2/Y y 3rJL2/YA. A) 3mJL2 presentd el dimero nativo formado por la mayor
parte de las estructuras cristalograficas V.-V, reportadas (magenta y rosa). B) Los dimeros de
las estructuras de 3rJL2, 3rJL2/Y (verde y verde claro) y 3rJL2/YA (cian y azul), presentan una
disposicion diferente en sus unidades asimétricas. Tanto 3rJL2/Y y 3rJL2/YA sélo forman la
interfaz del dimero nativo con sus compaferos de simetria correspondientes. El residuo R20
ubicado en la hebra borde de 3mJL2 podria evitar la formacién de la estructuracion observada
en B).

Con el servidor PISA (“Protein Interfaces, Surfaces and Assemblies”) [58] se
realizd un analisis de la interfaz de las cadenas ligeras A3 y de 6aJL2. El analisis indico
que la interfaz del dimero de 3mJL2 contiene 1,820 A? del area de interfaz accesible
sumergida (BSA). Este valor es mucho mayor que las interfaces de los dimeros
cristalograficos canénicos formados por 3rJL2/Y, 3rJL2/YA y 6aJL2 (1546 A% 1361 A’y
1227 A? respectivamente). Con el objetivo de comparar el tamafio de las interfaces
obtenidas a partir de las estructuras A3 se analizaron también las interfaces de dimeros de
fragmentos correspondientes a anticuerpos (Vy-V\.) y cadenas ligeras (V.-V\) reportadas

(Tabla 8). A partir de esta comparacion se observo que el area de la interfaz del dimero
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de 3mJL2 es grande lo cual podria dificultar que esta proteina pudiera adquirir una

conformacion que le permita agregarse.

Tabla 8. Areas de interfaz de diferentes formatos de anticuerpo

Proteina Interaccion Formato Area A? PDB
IgG Hil, mieloma V-V Fab 1,551 8FAB
IgM Factor
reumatoide Vy-VL Fab 1,726 1ADQ
Complejo 9004G ViV, ScFv 1176 = 2YCA
con Cn2
CLE V.-V, Dimero de(;:;;jena ligera 1,422 1LIL
LEN V-V, Dimero de(]fls\;\/d)ena ligera 1,080 SLVE
AL-09 V-V, Proteina Bence Jones (kl) 1,348 2Q1E
«l018/08 ViV, Homo-dimero de cadena 4 557 5450
ligera (linea germinal «l)
Cadena ligera (linea
3mJL2 V-V, germinal A3) 1,820 4A1Z
Cadena ligera (linea
3rdL2/Y V-V germinal A3) 1,546 4A1X
Cadena ligera (linea
3rdL2/YA V-V germinal A3) 1,361 4AJ0

Para calcular el area de interfaz del dimero de las cadenas ligeras, sélo se tomé en cuenta el dominio
variable. En las estructuras Fab los dominios constantes no se incluyeron en los calculos de la
superficie. Las zonas de interfaz se calcularon utilizando el servidor PISA (“Protein Interfaces, Surfaces
and Assemblies”) [59].

Basandonos en el analisis estructural, se evaluo el estado de oligomerizacién de
3mJL2, 3rdL2/Y, 3rdL2/YA y 6aJL2 mediante dos estrategias experimentales. En la
primera de ellas, se evalud la dimerizacion por medio de un perfil de elucion utilizando
una columna analitica SEC y en la segunda estrategia se realizaron experimentos de
desnaturalizaciéon quimica y térmica. En ambas estrategias, se utilizaron diferentes
concentraciones de proteina (20ug/mL, 50ug/mL y 200ug/mL).

En la Figura 11 se muestra el perfil de elucion de la columna analitica SEC. Los
dominios variables 3mJL2, 3rJL2/YA y 6aJL2 purificados eluyen como un solo pico en un
volumen de elucidon correspondiente al peso molecular de un mondémero. No se
observaron especies oligoméricas en el perfil de elucién (Fig. 11). Sin embargo, en el
perfil de elucion de 3rJL2/Y se pueden apreciar dos picos; el primero ubicado a los 14 mL
y el segundo que es el mayoritario a los 16 mL. De ambos picos se tomé una fraccién la

cual fue analizada en gel SDS-PAGE al 15%. En el gel se observd que ambos picos
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contienen a 3rJL2/Y (dato no mostrado). El peso molecular estimado del pico ubicado a
los 14mL no corresponde al de un dimero o monémero, mientras que el peso molecular
del pico ubicado en 16 mL corresponde al de un monémero. Pensamos que el pico de 14

mL puede corresponder a una migracion anémala de 3rJL2/Y en la columna debida a la
interaccion de la proteina con la matriz.

3] @ 3miL2 Albimina sérica @ : ¢ 3mJL2

2 3rL2rY —3rJL2/Y
S IRrie - - 3rL2IYA
5+ Ovoalbimina o GadL2
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[ J
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Citocromo C
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Figura 11. Andlisis del estado oligomérico de los dominios variables de las cadenas ligerasA.
La grafica principal muestra el perfil de elucién de los dominios variables. En el gel se muestra
el analisis de pureza de las muestras mediante SDS-PAGE 15%. En cada carril se cargaron
cincuenta microgramos de proteina. La grafica insertada muestra la curva de calibraciéon de las
cadenas ligeras A y proteinas estandar en una columna Superdex-75. La curva de calibracidon se
utilizé para estimar el peso molecular de los dominios variables en funcién de la posicién de

elucion. Todos los dominios variables purificados eluyeron con un peso molecular
correspondiente a un mondmero.

Nuestra segunda estrategia para evaluar la presencia de dimeros fue mediante
experimentos de desnaturalizacion quimica y térmica a diferentes concentraciones de
proteina. De acuerdo con la literatura, en bajas concentraciones de proteina se debe
favorecer el estado monomérico de las cadenas ligeras, mientras que en concentraciones

altas se favorece el estado dimérico [34, 64]. La forma de visualizar la situacion anterior
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es que las curvas de desnaturalizacién quimica y térmica correspondiente al dimero
presenten un corrimiento, es decir, la curva del dimero se debe situar después de la curva
que corresponde al mondémero. Los valores termodinamicos correspondientes a la Cm,
Tm y AG deberian ser mayores para el dimero, ya que se requiere de mas calor o cloruro
de guanidina para disociarlo.

Las gréaficas correspondientes a estos experimentos se pueden apreciar en la
Figura 12. En ninguna de las concentraciones de las proteinas ensayadas observamos
algun corrimiento de las curvas. Los valores de Cm, Tm y AG fueron similares en todas
las concentraciones evaluadas (Tabla 9). Estos datos en conjunto sugirieron que en las
concentraciones evaluadas los dominios variables se encuentran preferencialmente como
especies monoméricas. A pesar de que el area de interfaz calculada en las estructuras
cristalograficas de 3mJL2, 3rJL2/Y, 3rJL2/YA y 6aJL2 es similar a una interacciéon V -V,

(Tabla 8), esta interaccion no parece ser lo suficientemente fuerte para formar un dimero

estable.

Tabla 9. Estabilidad de las cadenas ligeras A en diferentes concentraciones de proteina

Concentracion Parametro 3mJL2 3rdL2/Y 3rJL2/YA 6aJL?2
Cm (M) 1.7+£0.1 1.8+ 0.1 1.4 +0.0 1.3+0.2
AG;ZO KJ/mol 24 +0.8 21+ 3.6 21+2.2 11+04
20 pg m KJ/mol -14+00 | -11+26 -15+1.6 9+16
Tm (°C) 61.3+23: 63.5+0.6 56.9+0.2 495+0.5
AGosec KJ/mol 295+4 36+0.6 30.5+4.2 255+14
AHyy KJ/mol 273 +52.4 i 316.2+10 i 316.2+45.3 | 342+ 31.6
Cm (M) 1.6 +0.1 1.8+0 1.4+0.1 16+0
AG;ZO KJ/mol 21+0.9 24 + 2.1 23+2.3 214+09
m KJ/mol -12+1.2 -13+1.3 -16 +1.0 -14+1.2
Tm (°C) 60 +0.8 63 +0.1 56 +0.5 49 +0.5
50 ug AGas+c KJ/mol 33+0.7 @ 37+29 31+0.2 27+1.3
AHw KImol | 317418 3313426 1 332+4.9 f?g'i
Growth rate (h™) n.a. n.a. 0.08+0.01 : 1.20+0.24
ti (h) n.a. n.a. 11.25+522 i 517 +0.84
Cm (M) 1.7+0.0 1.8+0 1.5+ 0.1 1.5+01
AG;ZO KJ/mol 24.4 +0.2 18+0.3 21+0.6 20+ 3.1
200 pg m KJ/mol -15+ 0.1 -10+0.3 -14 +1.1 -14 +1.2
Tm (°C) 61.6 +1 63 +0.6 56.5+0.0 49+0
AGgs-c KJ/mol 31.6+05: 37+1.2 30 +1 255+0.8
AHyy KJ/mol 280 +27 | 328 +6.4 321 +9.8 339+11.3

Las desviaciones estandar corresponden a tres experimentos independientes.
En la desnaturalizacion térmica sélo se muestran los valores obtenidos a partir de la curva de

desnaturalizacién.
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Figura 12. Efecto de la concentracion en la estabilidad de las cadenas ligerasA. A) Curvas de desnaturalizacién en presencia de Gnd-HCI. B)
Curvas de desnaturalizacion térmicas. Para ambos experimentos se utilizaron concentraciones 20ug, 50ug y 200ug. Los simbolos llenos indican
desnaturalizacidon y los vacios renaturalizacién. No se observé una relacién dependiente de la concentracion con el valor de AG. Los parametros
termodinamicos calculados se muestran en la Tabla 9.
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6.3 Evaluacion de la hebra de proteccion “sheet switch” y una regién con
caracteristicas fibrilogénicas en las mutantes derivadas de 3rJL2/YA.
Las proteinas ricas en estructura B presentan diferentes estrategias que han

desarrollado para evitar la agregacion, ya sea causada por el ambiente o por la
consecuencia de una mutacién. Las cadenas ligeras presentan dos motivos que ayudan a
prevenir la asociacion intramolecular entre hebras vecinas que pueden promover la
agregacion y la formacion de fibra [31, 65]. La region N-terminal de los dominios de
cadena ligera A3 (residuos 1-14) muestran un motivo estructural conocido como “sheet
switch” que se ha propuesto como un borde de proteccién (dominio de antiagregacién) de
las hebras B B y G. Las prolinas de las posiciones 7 y 8 se encuentran altamente
conservadas (Fig. 5, pagina 14) y se ha propuesto que estos residuos estabilizan al
“sheet switch” [24] (Fig.9A). La importancia de estos residuos se evalu6 mediante
mutaciones sito dirigidas generadas en la mutante 3rJL2/YA. P7 se cambidé a acido
aspartico, este residuo esta presente en la linea germinal de 3/; la mutante resultante se
identific6 como 3rJL2/YA/P7D (3rJL2/C34Y/W91A/P7D). P8 se cambidé a serina porque
este residuo se encuentra presente en la linea germinal 2-79; nombrando entonces a esta
mutante como  3rJL2/YA/P8S (3rJL2/C34Y/W91A/P8S). Los datos termodinamicos de
estas mutantes se muestran en la Tabla 10. Al comparar la estabilidad termodinamica
entre 3rJL2/YA y 3rJL2/YA/P7TD se observd que el cambio P7D la afectd
significativamente, mientras que en la mutante 3rJL2/YA/P8S, el cambio P8S no la afecto
(Tabla 10 y Fig.6C y 6D, pagina 26). Los datos de CD en el UV lejano mostraron que la
mutacion en la posicion 7 ejercié una influencia sobre la reversibilidad, permitiendo al final
un regreso al plegamiento de la estructura nativa. En el caso de la posicion 8, el efecto
sobre la reversibilidad de desplegamiento térmico fue minima (Fig. 7).

El segundo motivo de proteccién contra la agregacién de las cadenas ligeras se
encuentra formado por los residuos 40-60, ya que este segmento estaria protegiendo a
las hebras C y C” (Fig. 9, pagina 33