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Vistete que para mi, ya estds desnuda. Lo hards lentamente, de varias maneras, y en
diferentes circunstancias sélo con el afan de encontrar tu lado mas sensible. Eso me
ayudard a entender la razén del como tu cuerpo tan endeble guarda un alma

vehemente y peligrosa.

No, no eres como tu madre, cuyo cuerpo firme y opulento contrasta con su espiritu
desquebrajado, nulo para poder cambiar con el tiempo. Tu madre, inentendible como
ella misma, celosa de sus propios secretos que sélo los devela al destrozar su bella
apariencia. No eres para nada como ella aunque de ella provienes. Al igual que tu,

también la desprecio, aunque no por ello la he de ignorar.

Anda AR, vamos a perdernos en lo mds recondito de esta selva voragine para que me develes
tus secretos. Dedicaré afios de mi vida hacia ti y sélo a ti. Anda, que voy contigo. Brilla
como acostumbras, con las luces apagadas. Brilla intensamente que esta noche es

bella y la fauna de esta selva descansa dormitando sobre su lecho.
Brilla intensamente hoy por ti misma ya que mafiana brillaras con los nuevos adornos que

pondré sobre tu nuevo e inquebrantable cuerpo.

Sobre AR, el Sexo y otras Fluorescencias
Oscar DLM
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ABSTRACT

This work lies on a new developing medical area on which misfolded proteins are
directly related with diseases. The protein analyzed in this work, whose technical name is AR,
is the variable domain of an immunoglobulin light chain. AR developed a pathogenesis in a 67
year-old man who died because of a disease known as AL amyloidosis.

Amyloidosis is a misfolded-protein diseases sub-group whose principal characteristic
is the structural change from the native protein state to a fiber rich of B-strands. Although AR
has a high propensity to form fibers while being agitated, it remains unknown which residues
and regions are prone to this condition because the model protein coding the germ-line of this

light chain (6aJL2) has shown to be stable and resistant to amyloid aggregation.

This work focuses on returning some mutated residues of AR to 6aJL2 residues.
Chosen AR residues were two mutations affecting hydrophobic core and one mutation located
in CDR1 region. Mutants generated as single as in combination were F211, R25G and V104L,;
which were thermodynamically analyzed as well as their fibrillogenic kinetics (fiber

formation).

Results indicate that F211 single mutant had the most stabilizing effect over the other
single mutants. Double mutant V104L/G25R showed little stabilization compared with F211
single mutant but double mutant F211/V104L was the most stable all over the whole mutant
set. Also, thermodynamic stability was directly related with fibrillogenic kinetics since AR
was the most unstable and the most fibrillogenic among its mutants and F211/\V104L the most

stable and the less fibrillogenic mutant.

According the model of AR, sites 21 and 104 could be interacting directly each other
and this supposition is supported with thermodynamic results. Contrasting with the simplicity
of previous results, site 25 showed no clear behavior on stabilization or fibrillogenic
experiments among its mutants. Crystallographic models are needed in order to elucidate

residue interactions which may increase amyloid propensity.



1. RESUMEN

Este trabajo se ubica dentro del marco de las enfermedades derivadas del plegamiento
anomalo de las proteinas. La proteina estudiada — AR — es el dominio variable de una cadena
ligera de una inmunoglobulina que estuvo involucrado en la patogénesis de un paciente de 67

afios que fallecio por una enfermedad conocida como amiloidosis AL.

Las amiloidosis son un grupo de estas enfermedades del plegamiento anémalo cuya
caracteristica principal es la transformacion estructural de una proteina desde la estructura
nativa hacia la agregacion y formacion de fibras conformadas por una estructura
predominantemente . Si bien AR tiene una alta propension a formar fibras después de un
proceso de agitacion, se desconoce qué residuos favorecen esta condicion. El proyecto

consistio en realizar mutaciones puntuales de regreso hacia la linea germinal 6aJL2.

Se identificaron dos cambios dentro del nucleo hidrofobico y un residuo localizado en
el CDR1. Se generaron mutantes de la combinatoria F211, R25G y V104L; y se caracterizo la

estabilidad termodindmica y la propension a formar fibras.

Los resultados obtenidos indican que la mutacién en la posicién F211 resulté mas
estabilizante a diferencia de las otras mutantes sencillas. La doble mutante V104L/G25R
mostrd un incremento en la estabilidad pero sin llegar a igualar a la mutante sencilla F211. La
doble mutante F211/V104L fue la més estable de todas. La propensién a formar fibras estuvo
relacionada con la estabilidad siendo AR la menos estable y la mas proclive a formar fibras

mientras que F211/VV104L fue el caso opuesto.

De acuerdo con el modelo tridimensional de AR, los residuos 21 y 104 interactuan
entre si compaginando con los datos obtenidos de las mutantes. A diferencia de estos sitios,
los cambios en el residuo 25 no fueron claros con respecto a su contribucion con la estabilidad
o0 a la formacién de fibra. Es necesario generar modelos cristalograficos para confirmar las
interacciones pronosticadas al igual que es necesario conocer el mecanismo por el cual AR se

reestructura para dar origen a los agregados amiloides.



2. INTRODUCCION

2.1 Enfermedades del Plegamiento Anémalo

La estructura de una proteina esta determinada inicialmente a partir de la secuencia de
aminoacidos que la conforma (estructura primaria). Los niveles de estructuracion sucesivos
van definiéndose con la posicion de cada aminoacido y su interaccion con otros residuos de la
misma cadena (estructura secundaria y terciaria). Finalmente, la estructura cuaternaria la van a
presentar algunas proteinas constituidas por mas de una cadena polipeptidica y es la estructura
en que se van a asociar varias cadenas con estructura terciaria. (1). Por lo que, cualquier error

en la estructuracion a cualquier nivel pudiera derivar en la pérdida de la funcionalidad (2).

Estructura Estructura Estructura Estructura

Primaria Secundaria Terciaria Cuaternaria

a-hélice

\"JJJ \
Aminoacidos \ Hoja-f
Moné.mero Tetramero
Toxina Fosfolambano
Random coil

Fig. 1. Niveles de Estructuracion. Representacion grafica de las estructuras primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria. Las estructuras terciaria y cuaternaria fueron generadas con el PDB con la clave 1IPGAy 1ZLL
respectivamente, usando el programa PyMOL®.

En los altimos afios, diversas enfermedades han demostrado estar asociadas con errores
en el plegamiento de las proteinas. El evento principal es el cambio de estructura secundaria
y/o terciaria como consecuencia de cambios en la estructura primaria (3). A nivel celular, estos
cambios suelen ser detectados por mecanismos de correccion del plegamiento (v.gr.
chaperonas) que ayudan a restituir la estructura nativa. En caso de que estos mecanismos
correctivos no puedan cumplir su funcion, existen otros mecanismos (v.gr. ubiquitinacion),
cuya funcion es degradar estas proteinas mal plegadas. Al parecer, las proteinas involucradas
en enfermedades del plegamiento andmalo parecen haber escapado a estos mecanismos

celulares de correccion y degradacion (4, 5).



En este tipo de enfermedades existe una relacion entre la disfuncion celular y la
proteina afectada. En algunos casos, la proteina no logra secretarse en cantidad suficiente
como ocurre en la fibrosis quistica y la poca cantidad que se secreta de un regulador
transmembranal funcional especifico para iones cloro. En otros casos, la funcionalidad de la
proteina disminuye como ocurre en la fenilcetonuria debido a la fenilalanina hidroxilasa mal
plegada. Finalmente, también pudiera aumentar la toxicidad de la proteina mal plegada como
en el caso de la huntingtina generando Corea de Huntington (6). En la Tabla 1 se muestran

algunos ejemplos en los que se relaciona la enfermedad con la proteina afectada.

Tabla 1. Enfermedades relacionadas con el plegamiento proteico (4.6)

ENFERMEDAD PROTEINA INVOLUCRADA

Dificultad para el plegamiento

Fibrosis Quistica Reguladortransmembranalfibrosis cistica
Fenilcetonuria Fenilalanina hidroxilasa

Cancer p5s3

Anemia Hemoglohina

Error durante el trafico celular

Hipercolesterolemia Receptorde la lipoproteinade baja densidad

Retinitis pigmentosa Rodopsina

Plegamiento Toxico

Enfermedad de Huntington Huntingtina

Enfermedad de Alzheimer Péptido B-amiloide/tau

Enfermedad de Parkinson a-sinucleina

Amiloidosis AL Region variable de la cadena ligera de unainmunoglobulina
2.2 Amiloidosis

Dentro del grupo de las enfermedades derivadas por el plegamiento anomalo de las
proteinas existe un subgrupo denominado amiloidosis (7). La caracteristica comdn de este
subgrupo es que la proteina no sélo ha perdido su funcionalidad, sino que ademas, su
conformacién nativa cambia de tal manera que se favorece la aparicion y/o el apilamiento de

hojas P hasta la formacion de fibras con caracteristicas definidas.



Cabe mencionar que las proteinas involucradas en la formacion de agregados amiloides
carecen de alguna secuencia especifica o alguna firma estructural que pudiera simplificar la
busqueda de proteinas susceptibles a la formacion de fibras. (8, 9). Esta diversidad de
proteinas amiloidogeénicas llega a afectar a una gran diversidad de tejidos y 6rganos por lo que
el tratamiento médico dependera no so6lo de sanar el sitio afectado sino también de eliminar a
la célula, o conjunto de células, que estan dando origen a la proteina amiloidogenica. De
acuerdo con el tipo de tejido afectado, las amiloidosis pueden agruparse de la siguiente manera
9):

Tabla 2. Enfermedades dentro del grupo de la amiloidosis (9)
ENFERMEDAD! PROTEINA INVOLUCRADA

Amiloidosis Neurodegenerativas

Enfermedad de Alzheimer APP- Proteina precursora del péptido f amiloide
Enfermedad de Parkinson a- sinucleina
Encefalopatia Espongiforme Prion

Amiloidosis No Neuropaticas Localizadas afectando a un solo tejido u 6rgano exceptuando el cerebro

Cataratas y- cristalina

Amiloidosis corneal asociada con triquiasis Lactoferrina

Amiloidosis No Neuropaticas Sistémicas afectando multiples 6rganos y/o tejidos

Amiloidosis AL Region variable de la cadena ligera de una inmunoglobulina

Amiloidosis relacionada con la hemodialisis B2- microglobulina
2.3 Caracteristicas Generales de las Fibras Amiloides

Las caracteristicas de la fibra amiloide han sido determinadas empiricamente a partir

de métodos como la difraccion de rayos X de la fibra, la microscopia electronica y la tincion
quimica especifica (10, 11, 12). La microscopia electrénica muestra que las fibras son rectas,
no ramificadas, con diametros en el orden de los 10 nm y con longitudes entre los 100 nm
hasta varios micrones (Fig. 2a) (15). La fibra presenta un color verde manzana bajo luz
polarizada después de haber sido tefiida con Rojo Congo (Fig. 2b) (16). También se observa
un cambio de la fluorescencia al tefiir con Thioflavin T (ThT) el cual es el fluor6foro mas
confiable para la deteccion de fibras amiloides (17). Y por medio del Dicroismo Circular se
apoya la presencia de un alto contenido de hojas B (18). El patron de difraccion de rayos X
indica una estructura p-cruzada con dos sefiales caracteristicas: una reflexion aguda de 4.7 A a
lo largo de la direccion de la fibra y una reflexion mas difusa entre 10 — 11 A perpendicular a
la direccidn de la fibra (Fig. 2¢) (18).



Fig. 2. Imagenes de Fibras Amiloides. a) Microscopia electrdnica de fibras amiloides provenientes de la
enfermedad de la diabetes tipo 11 mostrando fibras largas, no ramificadas, de aprox. 100 A de diametro (18). b)
Birrefringencia color verde manzana de la fibra mediante la tincién diferencial con Rojo Congo bajo luz
polarizada (19). ¢) Patron B-cruzado del péptido B-amiloide de la enfermedad de Alzheimer generado a partir de
PDB 2BEG y editado en PyMOL®.

Se han propuesto diversos modelos para explicar el reacomodo estructural de las
proteinas amiloidogénicas para dar inicio a la formacion de la fibra. Los cambios estructurales
pueden involucrar desde la participacion de una regién especifica de la proteina hasta la
completa reestructuracion (13, 14), por lo que cada proteina llega a tener su propio mecanismo

de reacomodo para la posterior formacién de fibra amiloide.

2.4 Amiloidosis AL

La amiloidosis AL es un desorden sistémico propiciado por la deposicion de las
cadenas ligeras de las inmunoglobulinas, especificamente las regiones variables. Se reportan
entre 1,275 a 3,200 nuevos casos cada afio en los Estados Unidos (20). La edad media de
diagnostico es alrededor de los 65 afios siendo las dos terceras partes de los pacientes hombres

y menos del 5% son menores de 40 afios. (21).

La enfermedad es una condicion progresiva y sistémica donde cerca del 70% de los
pacientes presentan 2 6 mas d6rganos dafiados siendo los rifiones, corazén, higado, sistema
nervioso periférico y sistema nervioso autonomo los mas afectados (20). Las manifestaciones
clinicas de AL son muy variadas dependiendo del principal érgano afectado ademas de existir

varios sintomas poco especificos como fatiga, edema y pérdida de peso. Otros sintomas mas



evidentes incluyen alargamiento de la lengua, purpura periorbital e infiltracion amiloide

periarticular, aunque estos solo ocurren en un 15% de los pacientes (23).

Histdricamente la amiloidosis AL ha tenido una pobre prognosis con una sobrevivencia
media de cerca de 13 meses (22), pero datos recientes sugieren un aumento gracias a la técnica
de trasplante autdlogo de células madre combinada con una quimioterapia efectiva (23). En el
grupo de Merlini, ubicado en ltalia, ha reportado un incremento de la sobrevivencia media de

hasta 46 meses en 705 pacientes atendidos en sus centros de salud (23).

2.5 Regidn Variable de las Cadenas Ligeras de Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas (1g’s) son proteinas producidas por linfocitos B, y cada linfocito
B produce sélo un tipo de inmunoglobulina (monoclonal). Las Ig’s (Fig. 3) son excretadas por
células B maduras y esta excrecion es la principal defensa en contra de los patdgenos y sus
productos toxicos (24).

La regidn de la Ig que se une al antigeno varia entre cada inmunoglobulina y es
conocida como regién variable (V). Esta variabilidad permite asegurar que, practicamente,
cualquier estructura o secuencia pueda ser reconocida. La region conocida como regién
constante (C) debido a su baja variabilidad, es la que tiene actividad bioldgica ya que permite
eliminar a los patdgenos mediante la activacién de los mecanismos efectores del sistema

inmune (24).

Unidén con
Antigeno

Actividad
Bioldgica

COO~

Fig. 3. Inmunoglobulina. Estructura general de una inmunoglobulina 1gG (26). En morado se muestran los
dominios constantes de las cadenas pesadas (CH1, CH2, CH3) y en naranja el dominio constante de las cadenas
ligeras (CL) Los dominios variables de las cadenas ligeras (VL) en color salmén y los dominios variables de las

cadenas pesadas (VH) en color verde.



Las cadenas ligeras de inmunoglobulinas estdn compuestas por 2 dominios separados,
el dominio variable (V) y el dominio constante (C.), unidos entre ellos por un segmento (J.)
(Fig. 4a). Los dominios V| y C poseen estructuras terciarias similares, ambas compuestas por
dos hojas B y un puente disulfuro. Este puente disulfuro estd encerrado en el interior del
ntcleo hidrofobico de las hojas B con la mayoria de los residuos no polares. Los enlaces
disulfuro de cada dominio llegan a estabilizarlos de manera individual al igual que los enlaces

disulfuro externos estabilizan a toda la molécula (25) (Fig. 4b).

a) b)
\ d C
e ——_-—ri——_i,—iiib
~97-1013a ~12aa ~107 aa
Cys23-Cys88
B Dominio Variable ---------3 PR Dominio Constante ----» —

Fig. 4. a) Estructura general de las cadenas ligeras (29). En azul se encuentra representada la parte variable de las
cadenas ligeras (V); en verde el segmento de unién (J.) y en rojo la parte constante (C.). EI modelo estructural
PDB 7FAB fue editado en PyMOL. b) Estructura de la V. En verde se ilustra el tript6fano mostrando su
cercania con el puente disulfuro mostrado en amarillo.

Existen dos tipos de cadenas ligeras humanas, kK y A. A pesar de su similitud
estructural, las cadenas ligeras K y A son productos de genes que difieren en su localizacion y
en el nimero de genes. Notablemente, la recombinacion de los genes de las cadenas ligeras A
ocurre unicamente hasta después del rearreglo improductivo del alelo « (26, 27). Cada tipo de
cadena ligera tiene un numero determinado de genes funcionales ubicados en diferentes
cromosomas. Son 40 los genes funcionales que codifican para las 7 subfamilias de las V| tipo
k Yy 5 los genes de los segmentos de unién Jk, todos localizados en el cromosoma 2. Para las
V. A hay 30 genes funcionales agrupados en 10 subfamilias y 4 genes JA ubicados en el
cromosoma 22. (26, 27)



La recombinacion soméatica de DNA para formar la regién V| es la que ayuda a
generar la diversidad de anticuerpos a partir de los genes de las lineas germinales. Este
mecanismo se le conoce como rearreglo de genes (28). La seleccion de cada segmento de gen
durante la recombinacidén somatica ocurre de manera aleatoria. En los linfocitos B, la regién
V/_ pasa por otra modificacion conocida como hipermutacion somética. Durante este proceso,
la region V, rearreglada es sometida a mutaciones puntuales generando asi una diversidad
adicional en respuesta al antigeno. Esto garantiza que el organismo pueda reconocer una gran

cantidad de antigenos en la naturaleza (24, 28)

En el caso de la amiloidosis AL, usualmente V, junto con un pequefio fragmento de la
CL, es sobre-secretada por una clona de células plasmaticas. Aun se desconocen los
mecanismos de regulacion que permiten sobre-secretar este dominio de manera individual y en
grandes cantidades. La secrecion individual parece ser una condicion necesaria ya que, hasta la
fecha, no se ha reportado algln caso de amiloidosis 0 agregacion de un anticuerpo completo
(29 — 32). Aln asi no es suficiente la produccion excesiva para que la deposicion amiloide

suceda.

2.6 Asociacion Preferencial del Subgrupo AVI en la Amiloidosis AL

La amiloidosis AL comprende la deposicion de los dos tipos de cadenas ligeras: k y A.
Sin embargo, en un analisis de incidencia de amiloidosis de cadenas ligeras A con respecto a
las de tipo k se observd una alta incidencia de las tipo A (3A:1x); lo cual contrasta con la
relacion en el uso preferencial de cadenas ligeras en un individuo sano (11:2x) (22). Entonces,
una de las preguntas sobre esta enfermedad es el por qué las cadenas ligeras tipo A tienen una
mayor incidencia en la amiloidosis AL.

En varios estudios en series de pacientes se han analizado las lineas germinales que
codificaron a las cadenas ligeras tipo A implicadas en esta patologia. Estos estudios revelan
que las cadenas ligeras tipo A derivadas de las familias A3 y A6 se encuentran altamente

asociadas con la amiloidosis AL (Fig. 5) (33,34).



Comparando el uso reportado de ambos genes en la amiloidosis AL con respecto a su
frecuencia en la poblacién policlonal de células plasmaticas de la médula ésea (3r —22%/8.3%
y 6a —20%/2.3%), resulta evidente que las cadenas ligeras codificadas por el gen 6a muestran
una gran tendencia a ser amiloidogénicas a pesar de su bajo nivel de expresion policlonal (Fig.
5) (31, 35).

Il Amiloide
[ Policlonal
15%

12%

9%
8%

Frecuencia (%)

3%

2%
H 0.80% 0.40%
IZ]III loonooana
3j

4b 3p 2c 8Ba 1a 4a 7a 9a 3a 5d 10a

3r 6a 3h 222 3l 1c 1b 2b2 2e 219 1g Tle 3m
VA Genes Linea Germinal

Fig. 5. Lineas Germinales A. Repertorio de lineas germinales VA en células plasmaticas de amiloidosis primaria
y en células policlonales (33).

Por lo que una parte de la investigacion sobre la amiloidosis AL es averiguar la razén

del por qué las cadenas ligeras tipo AVI tienen una alta incidencia en esta enfermedad.

2.7 Estabilidad Termodindmica de las Cadenas Ligeras y Fibrilogénesis

La dificultad para estudiar las cadenas ligeras es debida a su alta variabilidad en la
estructura primaria, la cual es resultado de la hipermutacion somética (40). Una de las formas
para evaluar el efecto de mutaciones puntuales en una proteina es la medicion del impacto que
tienen éstas sobre la estabilidad termodindmica con respecto a la proteina nativa (40, 41). Con
esta informacion se podria dilucidar qué sitios de las cadenas ligeras son los mas susceptibles
al cambio de residuo debido al impacto que tendria alguna mutacién sobre la estabilidad

termodinamica.



La estabilidad termodindmica de una proteina esta referida a la energia libre de Gibbs
(AG®) entre el estado nativo y el estado desnaturalizado (36). En otras palabras, AG° es la
energia que se requiere para desnaturalizar una proteina desde su estado nativo. Esta
estabilidad estd intimamente relacionada con las interacciones no covalentes de toda la
molécula involucrando principalmente la compactacion del nucleo hidrofébico y las
interacciones de van der Waals (36, 37). EI cambio de interacciones no covalentes de una
proteina varia con los cambios de temperatura, concentracion de desnaturalizante, o pH. Estos
cambios pueden registrarse mediante métodos espectroscopicos como el dicroismo circular o

la fluorescencia intrinseca de algin aminoacido aromatico como Trp, Tyr o Phe (37).

En el caso de las cadenas ligeras, la desnaturalizacion puede seguirse con la exposicion
del Triptofano (Trp) localizado en el interior del nucleo hidrofébico, contiguo al puente
disulfuro (Fig. 4b), hacia su exposicion al solvente. La contigiiidad con el puente disulfuro
disminuye la fluorescencia del Trp mediante un proceso de apagamiento (“quenching”); por lo
gue en condiciones nativas no llega a detectarse emision (38). Sin embargo, durante el proceso
de desnaturalizacion, el Trp va alejandose de este puente disulfuro y la exposicion hacia el
solvente propicia un incremento en la intensidad de la fluorescencia. Esta propiedad se ha
usado para detectar cambios en la estructura secundaria y terciaria ademas de facilitar el

calculo para la estabilidad termodinamica (36, 39).

Se ha demostrado que la estabilidad termodinamica es un factor directamente asociado
con la resistencia de una proteina a formar fibras. Una disminucion en la estabilidad
termodinamica puede conllevar al aumento de la propensién a la formacién de fibras
amiloides (43, 44, 45). Para simular la formacion de agregados fibrilares in vivo
(amiloidogénesis) se han desarrollado técnicas en las que se propicia la formacion in vitro

(fibrilogénesis) teniendo éstas en comun a la agitacion como factor potenciador (42, 43).
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PROYECTO

Una posible explicacién a la fuerte asociacion del subgrupo AVI con la amiloidosis AL
podria ser que la secuencia de la linea germinal, especificamente el gen 6a, sea

intrinsecamente amiloidogénica.

En nuestro grupo se planteo la hipotesis de la amiloidogenicidad intrinseca siendo la
tesis de del Pozo (46) donde se analizo esta hipotesis. Se sintetizo el gen de la linea germinal
6a denominado 6aJL2 por la adicion del segmento JA2. Se expreso heter6logamente en E. coli,
se purifico y se analizo tanto su estabilidad termodinamica (Tabla 3) como su capacidad de
formar fibras in vitro — fibrilogénesis (Fig. 6) (47). De igual manera, se buscaron posibles
variantes alotipicas de la linea germinal al haberse analizado un gran conjunto de secuencias
de las V| A6 reportadas amiloidogénicas y del repertorio policlonal (46.) Se encontrd que en la
posicion 25, una Gly ocupa el 25% de las secuencias y el otro 75% una Arg. Esta variacion en
el sitio 25 parece estar asociada con la posicion 43 donde Ser43 acomparia a Gly25 y Ala43 a
Arg25. Se sintetizd y analiz6 la variante de la linea germinal en donde la posicion 25 se

sustituyd Arg por Gly denominandose R25G.

Los resultados fueron comparados con dos V| AVI que han servido como modelo para
estudiar el efecto de las mutaciones sométicas sobre el comportamiento amiloidogenico: WIL,
clinicamente amiloidogénica; y JTO, clinicamente no amiloidogénica. La sutil diferencia entre
éstas dos yace en que el paciente JTO no presentd depésitos amiloides en alguna biopsia aun
teniendo la sobreexpresion de la cadena ligera; aunque quiza este exceso de proteina se haya
formado en agregados amorfos. A diferencia, el paciente WIL si presentd depdsitos amiloides
detectados principalmente en el rifion (44). Es de hacer notar que JTO ha sido la Unica V| AVI

reportada que no estuvo implicada en amiloidosis.

Tabla 3. Valores de la estabilidad termodindmica y de la cinética de fibrilogénesis in vitro de las V| 16 (47)

Desnaturalizacion .
L Fibrilogénesis
Térmica
rv, " 1
AG,;5 ¢ Lag time (k™)
(Kcal/mol) (hrs : mins) (segs)
6aJL2 5.2 13 hrs : 36 mins 7.96E-05
JTO 4.6 3 hrs : 58 mins 3.94E-04
R25G 3.8 1 hr: 20 mins 9.03E-04
WIL 3.0 34 mins 2.00E-03 11
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Fig. 6. Fibrilogénesis in vitro de rVv, 6aJL2, JTO, WIL y R25G. El experimento se realizd a 37 °C, en un
volumen de 3 mL, a una concentracion de 100 ug/mL de proteina en PBS 1X 'y ThT 20uM en agitacion
constante. Cada curva representa la variacién de la intensidad de fluorescencia de ThT a 482nm con respecto al
tiempo.

Intensidad Fluorescencia ThT 482 nm

De acuerdo con la Tabla 3 y con la Figura 6, 6aJL2 result6 méas estable y menos
fibrilogénica que las otras V| modelo. Por consiguiente, se puede decir que es en el proceso de
hipermutacién somaética, durante la etapa de maduracion de la respuesta inmune, cuando se

introducen cambios importantes que pueden influir en la estabilidad termodinamica (40).

La hipdtesis inicial era que la linea germinal 6a exacerba la propension de las cadenas
ligeras AVI a la agregacion amiloide debido a la baja estabilidad termodindmica propia. Sin
embargo, los resultados experimentales obtenidos rechazan esta hipétesis (46). Ademas, otro
dato interesante es que los experimentos mostraron que la substitucion Arg25Gly disminuy6
significativamente la estabilidad del dominio 6aJL2 (Tabla 3).

En trabajos anteriores se ha demostrado que las cadenas ligeras amiloidogénicas
poseen una menor estabilidad termodinamica que las cadenas ligeras no amiloidogénicas de su
mismo isotipo (45, 48). En este caso, JTO que no fue una cadena ligera amiloidogénica ha

sido mas estable que las otras cadenas ligeras analizadas involucradas en amiloidosis (49).
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3.1 AR

Una de las primeras cadenas ligeras AVI amiloidogénicas reportadas fue AR. Esta
proteina fue extraida del bazo de un paciente con amiloidosis primaria el cual fallecié 5 meses
después del diagndstico (50). Es importante hacer notar que AR, en la posicion 25, presenta
una Gly en lugar de una Arg haciéndola similar a la variante alotipica de 6aJL2 — R25G (Fig.
7). Esta cadena ligera obtenida de un paciente ofrece la clara oportunidad de verificar la
importancia del cambio de residuo en la posicion 25 dentro de un contexto posterior al proceso

de hipermutacion somatica.

La secuencia de AR difiere en 14 posiciones con respecto a la proteina modelo 6aJL2
(Fig. 7) (26). Nuestro grupo construyo el gen de AR y se analiz6 de manera similar que las
otras estudiadas anteriormente. El analisis termodindmico preliminar determind que esta V,
AVI es menos estable y, también de manera preliminar, mas fibrilogénica que las otras

analizadas (46).

1 FR1 23 CDR1 35 FR2 50 CDR2
6aJL2 NFMLTQPHS-VSESPGKTVTISCTRSSGSIASNYVOQWYQQRPGSSPTTVIYED- - - - - NQ
R25G s
WIL L. N H.o . F.. .. ... DH
JTO N N D . N
AR D .. F DSF A .. D ...
CDR2 57 FR3 88  CDR3 97 FR4 108

6aJL2 RPSGVPDRFSGSIDSSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDSSNHVVFE TKLTVL
R25G - - - - o Lol

WIL o NOT o HN_ Q.. __ ______.
JTO o A R AR . . .. R. ...
AR L T 5 N_.NH_ _ . SV

Fig. 7. Alineamiento de las secuencias de rVA6 6aJL2, R25G, WIL, JTO y AR. Los residuos que difieren de
la linea germinal 6a estan indicados y los que coinciden estan representados con un punto. El sistema de
numeracion de las regiones Determinantes de Complementariedad con el Antigeno (CDRs) y las Regiones Marco
(FRs) son los propuestos por Kabat et al (51).
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El anélisis comparativo entre la secuencia y los modelos estructurales de 6aJL2 y AR,
permitieron identificar dos cambios en AR, que por su caracter, podrian explicar parte de las
propiedades biofisicas de esta proteina. Estos dos cambios son Phe21 y Val104, que sustituyen
a la lle y Leu de la linea germinal respectivamente. Ambos residuos se encuentran
espacialmente proximos y forman parte del grupo de los residuos conservados de la region
hidrofébica central (nicleo hidrofébico) de las cadenas ligeras (52) (Fig. 8).

Los residuos que conforman los nucleos hidrofébicos de las proteinas se encuentran
interaccionando mediante fuerzas de van der Waals las cuales han sido optimizadas
evolutivamente. A pesar de que el nucleo hidrofébico posee un cierto grado de plasticidad
(53), los residuos del nucleo son mas sensibles a ser sustituidos (54). Por lo que la estabilidad
termodinamica de AR podria ser notablemente afectada ya que los cambios 21 y 104 alterarian
el nucleo hidrofébico mediante un aumento de volumen (Phe vs lle) y el cambio de

interacciones con una cadena lateral diferente (Val vs Leu).

€ Vall04

Fig. 8. Modelo Tridimensional de AR. Se sefialan las posiciones de los aminoacidos propuestos para la
mutagénesis. La Phe2 interactlia con la Gly25; Phe21 y Val104 se encuentran dentro del ndcleo hidrofébico. La
estructura fue generada en SwissPDBviewer con el modelo cristalografico de JTO (1CDO) y editada en PyMol.
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Sabiendo que 6aJL2 es mas estable y que ésta es una proteina modelo que emula la
linea germinal, el retornar la secuencia de AR hacia la linea germinal podria aumentar
gradualmente la estabilidad termodinamica. El efecto individual y el efecto combinatorio de
estos tres residuos (Phe2llle, Gly25Arg, Val104Leu) sobre la estabilidad termodindmica y la
fibrilogénesis ayudarian a establecer un patron acerca de qué sitio es mas susceptible a la
desestabilizacion termodinamica (Fig. 9).

AR - Secuencia Original
DFMLTQPHSVSESPGKTVTESCTGSGGSIADSFVOWYQOQRPGSAPTTVIYDDNQRPSGVPDRFESG
SIDDSANSASLTISGLKTEDEADYYCQSYNSNHHVVEGGGTKVTVLG

AR - Secuencia con los cambios F21I, G25R, V104L
DFMLTQPHSVSESPGKTVTISCTRSGGSIADSEVOWYQORPGSAPTTVIYDDNQRPSGVPDRESG
SIDDSANSASLTISGLKTEDEADYYCQSYNSNHHVVFGGGTKLTVLG

Fig. 9. Cambios propuestos de AR. Las letras remarcadas en rojo y subrayado son los residuos que cambiaran.
Numeracion de los residuos basada en la propuesta por Kabat et al (51).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS:
La sustitucion de los residuos F21, G25 y V104 de la V| AR por los residuos 121, R25 y
L104 propios de la linea germinal 6a aumentara su estabilidad termodindmica disminuyendo la

propension a formar fibras.

OBJETIVOS:
General.

e Estudiar la influencia de las mutaciones anteriormente mencionadas, como mutantes
sencillas y dobles mutantes, sobre la estabilidad termodindmica y las propiedades de

fibrilogénesis in vitro del dominio variable recombinante AR.

Especificos.

e Generar y expresar las variantes propuestas del dominio variable AR.

e Analizar la estabilidad termodinamica de cada variante mediante la desnaturalizacion
quimica con cloruro de guanidino y la desnaturalizacion por calor.

e Analizar las propiedades fibrilogénicas in vitro de las variantes del dominio AR.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Oligonucledtidos
En la Tabla 4 se detallan los oligos usados y en la Fig. 10 se explica graficamente el

uso para cada oligo.

Tabla 4. Descripcion de oligos usados para la mutacion sitio-especifica*.

Oligo Secuencia 5> 93’ Descripcion
ARF21IA TCGGAGTCTCCGGGGAAGACGGTAACC | Introduce la mutacion F211 ademés de respetar la
ATCTCCTGCACCGGCAGCGGTGGC secuencia codificante para G25.
ARF21IB GATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTG Completa la secuencia de AR del extremo N-
TGTCGGAGTCTCCGGGGAAG terminal
AR’G25R- TCGGAGTCTCCGGGGAAGACGGTAACC | Introduce la mutacion F211 ademas de respetar la
F211 ATCTCCTGCACCCGTAGCGGTGGC secuencia codificante para R25.
, CCGCTTAGCCTAGGACG .
AR’V104L GTCAGCTTGGTCCCTCCOOCGAATAC Introduce la mutacion V104L.
AR NotICom GAGTCATTCTCGACTTGCGGCCGCTTAG | Introduce el sitio de restriccion Notl sin interferir
p CCTAGGACGG con el triplete 104,
_ GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGEE Introduce el sitio de restr_lc,:cmn Sfil sobre el
Sfil-AR extremo N-terminal. También fue ocupado para

ATGGCCGATTTTATGCTGACTCAGCCC

secuenciar de 5’ =» 3’ en plasmido pSynl.

* En negrita y subrayado se marca el sitio de la mutacion puntual. En negrita se marca la posicion del sitio 25.

- 51 ] - AR

AR-F21IE
— 2P -2 118 104
g5 [ * * * 1 ch
21 25 AR - F NotI comp
- 51 1 - AR
AR-F21IE
- 2R G25R - F21IA 104
5! | * * * ] =
ARG25R
2L 25 < R MO oM
- 5fi [ - AR
104
5 I o ML
21 25 AR R 1040

< R MO oM

Fig. 10. Uso de los Oligos. Representacion esquematica de los oligos y su uso para el PCR.
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5.2 Cepas

Tabla 5. Cepas usadas.

Cepa Genotipo Referencia

E. coli BL21 (DE3)

F ompT gal [dcm] [lon] hsdSg (rg” mg’; una cepa de E. coli B) con

. . Novagen
DES3, un profago A conteniendo el gen de la T7 RNA polimerasa g
E. coli DH5aF’ F’lendAl hsdR17 (r’mk’) gInV44 thi-1 recAl gyrA (Nal®) relAl Invitroaen
A(laclZYA-argF)U169 deoR(¢80dlacA(lacZ)M15) g
E. coli W3110 F A rph-1 INV(rrnD, rrnE) Invitrogen

E. coli BL21 (DE?3)
pLysS

F ompT gal [dem] [lon] hsdSg (rs” mg") & (DE3) pLysS (CmF); pLysS
genera resistencia al cloranfenicol y la lisozima del fago T7 atentala | Invitrogen
actividad de la T7 RNA polimerasa.

5.3 PCR recursivo

Se uso

la técnica de PCR recursivo para la introduccién de mutaciones sitio-

especificas. En la siguiente figura se detalla el ciclo de temperaturas empleada en el

termociclador (Fig. 11).

1 ciclo

94 °¢ | 94 °C

6 ciclos 1 ciclo 20 ciclos 1 ciclo

94 °C

7 min | 30 seq F2oC | ¥2°C | 30 seqg ¥2°C | 72 °C
54 °oC 30 seq | 5 min 58 °C 45 seq | 10 min

30 seq 30 seq

4 °C

Fig. 11. Esquema de las temperaturas para la reaccion de PCR

Amortiguador PCR 10X 10 uL
dNTP’s* [5 mM] 4 uL
Oligo Fwd (15 pmol/ puL) 1uL
Oligo Rvs (15 pmol/ uL) 1ulL
Enzima Vent polimerasa* (2,000 U/uL) 0.5 uL
DNA ~ 100 ng
Agua tetradestilada ¢.b.p.100 pL

*New England Biolabs
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Como ya se disponia de la construccion de AR, se llevaron a cabo los PCR recursivos
mutagénicos hasta obtener el gen mutante con los sitios de restriccion Sfil y Notl.
Posteriormente se llevaron a cabo las digestiones, se ligd el inserto en el vector pSynl y se

transformé en la cepa E. coli DH5a.

El andlisis de los productos se realizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
en amortiguador TAE 1X. La visualizacion de las bandas de DNA se realizd por tincion con
bromuro de etidio bajo luz UV. Los productos de PCR se purificaron mediante electroforesis
en gel de agarosa 2% en TAE 1X con el procedimiento QIlAquick Gel Extraction Kit de
QIAGEN.

5.4 Digestion Enzimética

Los genes mutantes de AR se digirieron con las enzimas Sfil y Notl de la marca New
England Biolabs. Para cada digestion se utilizaron las condiciones recomendadas por la
compafiia. El volumen en el que se llevd a cabo cada reaccion fue variable, asi como la

cantidad de enzima y de DNA que se deseaba digerir. El siguiente es un ejemplo de una

digestion:
DNA a digerir (~40 ng) 15 uL
Amortiguador 10X 5uL
Enzima (20,000 U/ uL) 1ul
Agua 24 uL
BSA 10 X 5ulL
Volumen total de la reaccion 50 uL

En el caso de digestiones dobles, primero se digirié con la enzima Sfil, se precipitd el
DNA. Posteriormente se hizo la digestiébn con Notl y se precipité el DNA doblemente

digerido.

5.5 Precipitacion de las Digestiones

Como se menciono en el parrafo anterior, en algunos casos fue necesario precipitar las
digestiones, esto se llevd a cabo de la siguiente manera:

1. A la reaccion de digestion se le agregaron 500 pL de butanol al 100%.

2. Durante 30 segundos se mezclo con el "vortex".
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3. Se centrifugd a 12,000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Se elimind el sobrenadante y se agregaron 500 pL de etanol al 70%

5. Se centrifugd a 12,000 r.p.m. durante 5 minutos a temperatura ambiente.

6. Se elimino el sobrenadante y el DNA se seco a 37 °C durante 30 minutos y se

resuspendio en agua estéril en el volumen deseado.

5.6 Ligacion

La ligacion se realizé con el vector pSynl digerido con las enzimas anteriores. El
resultado de la digestion se evalu6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en
amortiguador TAE 1X A continuacion se describe un ejemplo de las reacciones de ligacion.

DNA inserto (~10 ng) 4 uL
DNA vector (~3 ng) 1ul
Amortiguador 10X 2 uL
T4 DNA ligasa* (400,000 U/uL) 0.5 uL
Agua 7.5 ulL
VVolumen total de la reaccion 20 uL
*Promega

La mezcla de reaccidn se incub0 a 16°C durante toda la noche. Se precipito la reaccion

y se transformo en células competentes mediante electroporacion.

Para evaluar la presencia de inserto en las construcciones, se inocularon varias colonias
y se incubaron en medio YT2X liquido con ampicilina. Se extrajo el plasmido y se realizd
PCR con los oligos Sfil-AR y ARNotlcomp. En la Fig. 12 se ejemplifica este paso con las
colonias obtenidas para la construccion pV104L esperando una banda préxima a los 400 pares

de bases que representa el tamario del inserto clonado en el vector.
La banda observada en los controles negativos es producto de la complementacion

inespecifica de los oligos. Las colonias que presentaron el tamafio de inserto adecuado se

mandaron secuenciar para confirmar la presencia de las mutaciones en los sitios deseados.
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Fig. 12. PCR de colonia. Verificacién de la presencia de inserto.

5.7 Preparacion de Células Competentes

Para poder llevar a cabo la transformacion de ligaciones y plasmidos fue necesario
preparar células electrocompetentes. La metodologia fue la siguiente:

1. Se inocul6 la cepa en antibidtico correspondiente toda la noche en 5 mL medio LB.

2. Se inoculd 1 mL del cultivo anterior en un matraz con 100 mL de medio LB més
antibidtico. Se dejo creciendo a 37 °C hasta llegar a una D.Ogy ~ 0.6

3. El cultivo se dejé en hielo por 10 minutos.

4. Se centrifugd a 5000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C.

5. Las células se resuspendieron en 20 mL de agua Milli-Q estéril fria y se
centrifugaron como en el paso anterior. Se repitié 2 veces este procedimiento.

5. Las células se resuspendieron en 10 mL de glicerol al 10 % (v/v) frio y se centrifugd
en las condiciones ya mencionadas.

6. Las células se resuspendieron en 300 puL de glicerol al 10% frio.

7. Se prepararon alicuotas de 50 pL en tubos previamente enfriados.

5.8 Transformacion
La recuperacion de las construcciones se hizo en células E. coli DH5a
electrocompetentes. La expresion heter6loga se realizé transformando las construcciones en

células quimiocompetentes por cloruro de calcio de E. coli (DE3) BL21.
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Se siguid la siguiente metodologia para la transformacion en células
electrocompetentes:

1. Para 50 puL de células se adicionaron 5 pL de la construccion.

2. La electroporacion se realizd en celdas de la marca Easyjet con 2 mm de separacion
entre las placas y el pulso fue de 1800V olts.

3. Las células fueron resuspendidas en 1 mL de medio YT2X e incubadas en agitacion
por una hora a 37 °C.

4. Se sembraron 100 uL del cultivo sobre cajas de Petri con medio selectivo Agar-

YT2X suplementado con ampicilina [100 ng/mL] y fueron incubadas a 37 °C toda la noche.

Para la transformacién en células quimiocompetentes:

1. Para 50 pL de células se adicionaron 5 pL de la construccion.

2. La mezcla se mantuvo en hielo durante 1 hora.

3. Se procedio a dar un choque térmico a 40 °C durante 2 minutos.

4. Las ceélulas fueron resuspendidas en 1 mL de medio YT2X e incubadas en agitacion
por una hora a 37 °C.

5. Se extendieron 100 pL del cultivo sobre cajas de Petri con medio selectivo Agar-

YT2X suplementado con ampicilina [100 ug/mL] y fueron incubadas a 37 °C toda la noche.

5.9 Anélisis de las Construcciones

Para corroborar la presencia de inserto en las colonias obtenidas, éstas se analizaron
mediante PCR y asi descartar la presencia de falsos positivos (vector religado). Como
controles negativos se utilizd agua tetradestilada y vector pSynl para descartar cualquier
banda que pudiera indicar algin falso positivo. Las colonias positivas fueron incubadas en
medio YT2X liquido con ampicilina [100 ug/mL] a 37 °C en agitacion toda la noche. El
plasmido se extrajo con el kit High Pure Plasmid Isolation Kit for small scale (mini)
preparations de Roche y se mandaron secuenciar para confirmar la presencia de las

mutaciones en los sitios deseados.
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5.10 Expresion en E. coli

La expresion se realizd en células quimiocompetentes de E. coli BL21 (DE3). Se
siguio la siguiente metodologia para realizar las pruebas de expresion.

1.- Se selecciond una colonia de la caja Petri y se transfirié a un tubo con 5 mL de
medio YT2X liquido suplementado con ampicilina a 100 pug/mL.

2.- Las células se dejaron crecer toda la noche a 37 °C en agitacion a 300 rpm.

3. Se transfirieron los 5 mL de cultivo a 500 mL de medio YT2X liquido suplementado
con ampicilina 100 pg/mL

4. El cultivo se mantuvo a 37 °C con agitacién a 150 rpm hasta que la DOggo ~1.2.

5.- Se adiciondé ampicilina hasta una concentracion de 100 pg/mL. También se
adiciono IPTG hasta concentracién de 1 mM para iniciar la induccion.

6. Se continud la incubacién con una agitacion de 115 rpm a 20 °C durante 8 — 10

horas y posteriormente se extrajo el contenido periplasmico.

5.11 Extraccién del Contenido Periplasmico

El sobrenadante representa la fraccion periplasmica donde se encuentra exportada la
proteina. El grado de expresion de los genes inducidos se evalué mediante electroforesis en
geles SDS-PAGE al 15% bajo condiciones reductoras.

Se siguid la siguiente metodologia para la extraccién del contenido periplasmico
mediante choque osmético:

1. Las células provenientes del cultivo inducido fueron colectadas por centrifugacion a
6,000 rpm durante 15 min a 4 °C en rotor de angulo fijo JA-14.

2. La pastilla celular se resuspendio en 20 mL de solucion de sacarosa al 20%, Tris-
HCI 25 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0 (buffer PPB).

3. Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente con agitacion ocasional.

4. La suspension se centrifugo a 7,000 r.p.m. durante 15 min.

5. Se resuspendio la pastilla celular en 20 mL de agua mQ fria.

6. Se incubd durante 15 min en hielo con agitacion ocasional.

7. La suspension se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 min usando freno minimo para

evitar que las células se resuspendieran durante el frenado.
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5.12 Purificacién
El extracto periplasmico se centrifugd a 7,000 rpm durante 30 minutos a 4 °C para
eliminar cualquier resto celular y se dializé en buffer TrisHCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5

toda la noche.

Como primer paso se usé cromatografia de exclusion molecular en un sistema FPLC
en una columna semi-preparativa de Sephacryl S100 HR y un sistema EKTA-Basic. Se uso

para el mismo buffer de dialisis a un flujo de 2.5 mL/min y se colectaron fracciones de 5 mL.

Las fracciones de la exclusion molecular se analizaron en geles SDS-PAGE al 15%.
Las fracciones donde se presentd la proteina de interés se concentraron en un filtro Amicon de
corte de 5 kDa a 3,500 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Posteriormente se usO la cromatografia por intercambio ionico para eliminar la
presencia de proteinas contaminantes que no pudieron separarse con la exclusion molecular.
Se us6 un sistema FPLC en una columna de Sephadex y un sistema EKTA-Basic. Se usé un

gradiente de NaCl de 0 — 0.5 M a un flujo de 2.5 mL/min y se colectaron fracciones de 5 mL.

5.13 Estabilidad Termodinamica
La estabilidad termodinamica de una proteina (AG®) es la diferencia que hay entre la
energia libre del estado nativo con respecto a la energia libre del estado desnaturalizado. Se

evallUan Unicamente las interacciones no covalentes que gobiernan la estabilidad global.

5.14 Mediciones Espectroscopicas siguiendo la Exposicion del Triptéfano.

El grado de desnaturalizacion se determind mediante la medicion de la fluorescencia
intrinseca (Trp35), para lo cual se usd un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50B. La
muestra fue excitada a 295 nm y se registro la intensidad de fluorescencia en el intervalo de
310nm a 410nm. La solucion blanco para restar el ruido de estas mediciones fue el mismo
amortiguador con el que se diluyo la proteina. La fluorescencia maxima del Trp ubicado en
una region hidrofébica es de 330 nm; pero cuando éste se halla en una zona expuesta al

solvente el maximo de emision cambia a 355 nm. Se usé este valor para calcular el grado de
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exposicion del triptofano. El ancho de los slits fue de 2.5 nm para la excitacion y 5.0 nm para

la emisién.

5.15 Desnaturalizacion Quimica de Dos Estados
En este experimento se evalla el efecto del desnaturalizante sobre la proteina

considerando la constante de equilibrio (K) de la reaccién de desnaturalizacion.

Proteina Plegada <" Proteina Desnaturalizada Ec.1

Se prepararon soluciones de 50 ug/mL de proteina en amortiguador fosfato monobasico
de sodio 20mM pH 7.5, a diferentes concentraciones de desnaturalizante (GndHCI) y se
incubaron a 25 °C durante 8-12 horas. El valor de fluorescencia a 355 nm se usé para calcular
la K y el AG® mediante el método de Santoro y Bolen (55). Para ello se ajustaron los datos de
la fluorescencia a la ecuacion siguiente usando el programa OriginPro 8 con el método no

lineal de minimos cuadrados de Levenberg-Marquardt (56):

_(AG°H20+mg[D]j

(yn + mn [D])+ (yd + md [D])*e i

I:Trp = [AG°H20+mg[D]J Ec.2
1+e a

Donde [D] es la concentracién del desnaturalizante; yx y mx corresponden a la
interseccion en el eje de las abscisas y a la pendiente del ajuste lineal de los datos de
fluorescencia de la forma nativa (n) y desnaturalizada (d) de la proteina respectivamente (Fig.

13). AG°Hy,0 es el cambio de energia libre de la conversién del estado nativo al

desnaturalizado en ausencia de desnaturalizante, mg es la pendiente de la porcién lineal de la
region de transicion, R es la constante universal de los gases y T es la temperatura absoluta en
°K.

La Cm representa la concentracion de desnaturalizante en la cual hay una relacion

porcentual 50/50 de proteina desnaturalizada contra proteina nativa y fue calculada dividiendo

la AGOHZO entre la pendiente mg.
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Fig. 13. Cinética de Desnaturalizacion. Curva tipo de una desnaturalizacion de dos estados donde la
intensidad de la fluorescencia aumenta con respecto al desnaturalizante. Se marcan las tres etapas tipicas de la
desnaturalizacion: en rojo la pre-transicion, verde la transicion y en azul la post-transicion. También se indica la
parte de la ecuacion que representa a cada etapa.

Intensidad Fluorescencia

5.16 Desnaturalizacion Quimica de Tres Estados

La desnaturalizacion de dos estados no contempla la existencia de algin intermediario,
con lo que se podria subestimar o sobreestimar el valor de la energia libre. La
desnaturalizacion en tres estados contempla la existencia de un intermediario como se muestra

a continuacion:

Proteina Plegada «—*— Intermediario «—“— Proteina Desnaturalizada Ec. 3

Se asumid que la energia libre de Gibbs entre cada estado variaba linealmente con el
aumento de la concentracion de desnaturalizante. Se ajustaron los datos de la fluorescencia a la
ecuacion siguiente usando el programa OriginPro 8 con el método no lineal de minimos

cuadrados de Levenberg-Marquardt (56):

) AG?\H“ngNl[D] } AG?U+mg|U[D] i} AG;\II+mgNI[D]
RT * RT % RT
e +7Z

Fapp= J Ec. 4

AG?\II"’mgNI[D] } AG;\II"'mgNI[D] } AGTU+mgIU[D]
RT RT * RT
+€ e

1+e{
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Donde [D] es la concentracion del desnaturalizante; Fapp es la fluorescencia de la
fraccion aparente de la proteina desnaturalizada obtenida a partir de la ecuacién 5; z es el
parametro normalizado que describe el rango durante el cual el intermediario se asemeja al
estado desnaturalizado; mgx y 4G° corresponden a la pendiente y a la energia libre de Gibbs
del equilibrio entre la proteina plegada y el intermediario (NI) y el intermediario y la proteina
desnaturalizada (1U) respectivamente (57, 58). La siguiente ecuacion describe la manera de
obtener los valores de la Fapp:

Fapp= o= ¥ Ec.

Yo = Yn
Donde y, es la fluorescencia observada a 355 nm; y, y y, son los valores observados de
la regresion lineal para la forma nativa y la forma desnaturalizada, respectivamente, a la

misma concentracion de desnaturalizante.

5.17 Desnaturalizacion Térmica de Dos Estados

De manera analoga a la desnaturalizacion quimica, la temperatura ejerce una fuerza
desnaturalizante sobre la proteina obedeciendo a la ecuacion 1. De igual manera, se siguid el
cambio de la exposicion del Trp35 con el cambio de temperatura.

Se prepararon diluciones de 50 ug/mL de proteina en PBS 1X. Para mantener la
homogeneidad de temperatura del sistema y evitar pérdidas de calor, las diluciones se
mantuvieron dentro del portaceldas del espectrofluorimetro el cual estaba conectado
directamente al bafio de agua con sistema de recirculacion. Se adiciond un micro-agitador para
asegurar que toda la dilucién se encontrara a la misma temperatura. La temperatura de la
solucion se midio directamente usando un termistor DigiSense YSI 400. Para cada punto

(temperatura), la muestra se incub6 el tiempo necesario para asegurar el equilibrio.
Los valores para la temperatura media de desnaturalizacion (T,) y para el cambio de

entalpia en la T, (AH%,) se calcularon usando la regresion no lineal de los datos usando la

siguiente ecuacion adaptada de Eftink (59):
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AHm+AHmJ

4+m, T)+ +mT*e[ RT Rl
Frp = (y ) (ydAHmjAH,)n] Ec. 6

1+e[ RT RT,

El calculo del cambio de la capacidad calorifica (ACp) asociado al proceso de
desnaturalizacion se calculd acorde a (60). El valor de AG®sc Se determind usando la

siguiente ecuacion:

AG(T):AHm*(l—TT]—AC{(Tm —T)+TIn[TTﬂ Ec.7

m m

5.18 Desnaturalizacion Térmica de Tres Estados

Similar a la desnaturalizacion quimica de tres estados, la desnaturalizacion térmica de
tres estados contempla la existencia de un intermediario. Se asumi6 que la energia libre de
Gibbs entre cada reactivo variaba linealmente con respecto a la temperatura. Se ajustaron los
datos de la fluorescencia a la ecuacion 8 usando las ecuaciones 9 y 10 en el programa

OriginPro 8 con el método no lineal de minimos cuadrados de Levenberg-Marquardt (56):

AH;N,(l—T;U]—ACp[(Tm,U—T)ﬂ*ln[TLUﬂ AH:nN,(l—_I_:M]—ACp[(TmN|—T)+T*In( Tr:m H
- RT - RT
Ky=¢ Ec. 9 Ka =€ Ec. 10

Donde [D] es la concentracion del desnaturalizante; Fapp es la fluorescencia de la
fraccion aparente de la proteina desnaturalizada usando los datos provenientes de la ecuacion
5; z es el parametro normalizado que describe el rango durante el cual el estado intermediario
se asemeja al estado desnaturalizado; Kx, Tmx Yy 4G% corresponden a la constante de
equilibrio, temperatura media, y a la energia libre de Gibbs del equilibrio entre la proteina
plegada y el intermediario (NI) o el intermediario y la proteina desnaturalizada (1U)

respectivamente (57, 58).
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5.19 Fibrilogénesis in vitro
La cinética de la fibrilogénesis in vitro se compone de dos fases principales. La primera

se denomina tiempo de induccion o de latencia, durante la cual se forman los nucleos de las
fibras amiloides. Una vez formados estos, inicia la segunda fase denominada fase de extension
en la que ocurre un proceso de rdpida polimerizacién que tiene como base a los ndcleos
previamente formados (Fig. 14). La formacion de fibra se detecta mediante el incremento de

fluorescencia del ThT debido a que es un fluoroforo especifico para la deteccion de fibras

amiloides (58, 59)
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Fig. 14. Cinética de Fibrilogénesis. La cinética describe una sigmoide en donde en la etapa de induccién
(tiempo lag) se forman los centros de nucleacidon. La fase exponencial representa la rapida incorporacién de los
mondmeros al centro de nucleacion extendiéndose la fibra. En la etapa final la mayor parte de la proteina queda

integrada en forma de fibra.

Se prepararon 3 mL de solucion de proteina a una concentracion de 100 ug/mL en PBS
1X, pH 7.5, ThT 10 uM. La solucidn se filtré por membrana 0.22 um, se transfirio a una celda
plastica para fluorometria de 1 cm de paso de luz conteniendo una micro-barra magnética de 2
mm X 7 mm, y se calentd previamente a 37 °C durante 10 min. La muestra se colocé en el
portaceldas de un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50B el cual se mantuvo conectado al

sistema de recirculacion de un bafo de agua termoregulado.
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La temperatura de la muestra se midié directamente sumergiendo un termistor DigiSense
YSI 400. El ensayo se inicié ajustando el agitador magnético del espectrofluorimetro a
velocidad baja. La variacion de la intensidad de fluorescencia del ThT se registré excitando a
450 nm vy registrando la emision a 482 nm. El ancho de los slits fue de 2.5 nm para la
excitacion y 5.0 nm para la emision. La frecuencia de registro fue cada 30 segundos, con un
tiempo de integracion de 2 segundos. Cada cinética se continud hasta que el valor de la

intensidad de fluorescencia supero las 1,000 unidades.

La cinética de formacion de fibra fue analizada en el programa OriginPro 8 con el
método no lineal de minimos cuadrados de Levenberg-Marquardt (56) ajustando el cambio de

fluorescencia de ThT con respecto al tiempo en la siguiente ecuacion (47):

A

F h — Ec. 11
14 BOW

Donde F1 es la intensidad de la fluorescencia del ThT, A es la intensidad de la

fluorescencia del ThT en la etapa de post-transicion, t; (seg) es el punto medio de la regién de
transicion, B (seg™) es la constante de velocidad de crecimiento de la fibra y t es el tiempo en
segundos.

El tiempo lag fue calculado usando la siguiente ecuacion obtenida de (63):

1
Tlag - 1:i - Z(Ej Ec. 12

Donde tj y B son constantes obtenidas del ajuste de la ecuacion 11.
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6. RESULTADOS

6.1 Construccion de las mutantes de AR

Para analizar el efecto de regresar a la linea germinal los tres residuos propuestos en
AR, se genero6 un conjunto de mutantes de AR basado en la combinatoria de estos tres sitios
(Tabla 6). Para cada mutante se analizé su efecto sobre la estabilidad termodinamica y su

cinética de fibrilogénesis.

Tabla 6. Nomenclatura de las mutantes sencillas, dobles y la triple mutante.

Construccion Descripcion
pSynAR Construccion de la Vi AR en el plasmido pSynl
G25R Mutante de AR donde se sustituye la Glicina de la posicion 25 por una
P Arginina
V1041 Mutante de AR donde se sustituye Ia_Vallna de la posicion 104 por una
Leucina
F21 Mutante de AR donde se sustituye la Fenilalanina de la posicion 21 por una
P Isoleucina
pGR/FI Doble mutante de AR en la posicion 21 y en la posicion 25
pFI/VL Doble mutante de AR en la posicion 21 y en la posicion 104
pGR/VL Doble mutante de AR en la posicion 25y en la posicion 104
p3M Triple mutante de AR, posiciones 21, 25 y 104.

6.2 Expresion Heterdloga de las Mutantes de AR

Para cada mutante se analiz6 el nivel de expresion bajo las condiciones previamente
descritas (46) (Fig. 15). Como control negativo se uso al plasmido pSynl para analizar los
cambios de expresion que ocurren al momento de la induccion y como control positivo se

utilizo la construccién pSynAR.
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Fig. 15. Expresion de las construcciones. Expresion entre diferentes construcciones transformadas en E. coli
BL21 (DE3) analizadas en SDS-PAGE al 15%. Para las condiciones de expresidn, se dejo crecer a la cepa hasta
una DOgyg nm ~1.2 y se indujo con IPTG a una concentracién 1 mM durante 10 horas. La flecha de ~12 kDa
indica la ubicacion de la proteina de interés.

De la Fig. 15a, en los carriles 2 y 3 se muestra el extracto periplasmico de pSynl-
BL21, sin inducir (s/ind) e inducido (ind) respectivamente. Comparando los carriles 2 y 3, hay
proteinas que se sobreexpresan durante el tiempo de induccién. Sin embargo, en el carril 3 no
se observan proteinas de peso molecular ~12 kDa, similar al de las proteinas de interés, que

pudieran generar un fondo aparentando expresién de las mutantes.

En los carriles 4 y 5 se muestra el extracto periplasmico de pSynAR-BL21, sin inducir
e inducido respectivamente. Se aprecia la expresion de AR como una banda ~12 kDa
observable sélo hasta después de la induccion. Con esto se prueba que AR es una proteina
inducible bajo el sistema pSyn1AR — E. coli BL21 y soluble en la fraccion del periplasma.

En los carriles 6-8 de la Fig. 15a y en los carriles 2-5 de la Fig. 15b se comparan la
expresion de las mutantes. Esto es importante remarcar puesto que la mutacion pudiese haber
provocado la disminucién o la nula expresion de la proteina. La Unica mutacion que provoco
una gran reduccion en la expresion fue la mutante sencilla en el sitio 25 (pG25R). La cantidad
de proteina que se obtuvo de la extraccion periplasmica fue la mas baja en relacién a las demas

mutantes.
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Se probaron otras dos cepas de E. coli [W3110 y BL21 (DE3) pLys] para mejorar la
expresion. Ninguna de estas cepas brindé una mejoria en la expresion, e inclusive hubo una
mayor dificultad para la extraccion de la fraccion periplasmica al incrementarse la viscosidad
del extracto. Hasta el momento no se ha explorado el subclonar esta mutante en otro vector,
modificar condiciones de expresion como la temperatura o concentracion de inductor, o usar

otro sistema de expresion.

6.3 Purificacion

El protocolo anteriormente establecido para la purificacion de 6aJL2 (46) contemplaba
la precipitacion diferencial (salting out) con sulfato de amonio al 75%. Se elimino este paso
debido a que se generaban pérdidas sustanciales en la cantidad de proteina tanto para AR

como para el conjunto de mutantes.

Después de extraida la fraccion periplasmica, ésta se dializ6 en el buffer descrito en la
metodologia y se purificd por exclusién molecular usando la misma concentracion de proteina
total. Ambos extractos provienen de condiciones similares de crecimiento celular, tiempo de
induccion, tiempo y buffer de dialisis, por lo que el efecto de la disminucién de cantidad de
proteina pudiera relacionarse con la disminucion de la estabilidad termodindmica. Al comparar
los cromatogramas de 6aJL2 y de AR, se puede observar que la cantidad de proteina que se

obtiene de cada una de ellas es diferente (Fig. 16a).

Comparando el patrén de expresion de las mutantes sencillas de AR con respecto a la
proteina nativa (Fig. 16b), se pueden observar cambios considerables en las cantidades de
proteina expresada por cada mutante. En relacién a lo sucedido entre 6aJL2 y AR, pudiera
esperarse que la mutante Phe2llle tenga una mayor estabilidad termodinamica que las otras

dos mutantes sencillas.
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Fig. 16. Cromatografias de Exclusién Molecular. En * se indica el pico donde aparece la proteina de interés. a)
Cromatogramas de 6aJL2 y AR. b) Cromatografias de exclusién molecular de AR y las mutantes sencillas.

Las fracciones de la exclusion molecular en donde se detectd la proteina de interés
(Fig. 17a), se mezclaron y se concentraron hasta un volumen de 10 mL. Se analizé la calidad
del concentrado en geles SDS-PAGE al 15% Yy, como se observa en la Fig. 17b, otras proteinas
fueron detectables indicando que no se obtenia la suficiente pureza con s6lo este paso. Todas
las mutantes, incluyendo a AR, tuvieron la misma presencia de otras proteinas consideradas
como contaminantes ya que su peso molecular, ~30 kDa y ~40 kDa, no correspondia a la de

un posible dimero o trimero de la proteina.
Se usO la cromatografia por intercambio i6nico para eliminar la presencia de otras

proteinas— Fig. 17c, en un gradiente de 0 — 500 mM de NaCl. En la Fig. 17d se aprecia la

separacion de las proteinas contaminantes de la proteina de interes.

34



Carril

a) f1 2 3 4 5 6 7 1.-MarcadorPM b) & 2 3 4 )
= 2.- Fraccion 8 =t far&l dor PM
P 3.- Fraccion 10 -- Marcador
40 KD w0 — 4 - Fraccion 12 2.- Concentrado AR
30 KD m—b 5.- Fraccion 14 40 kDa 3.- Concentrado pV104L
—— 6.- Fraccion 16 30 kDa ~ 4.-Concentrado pF21l
20 KDa s 7.- Fraccion 18 | omee—
-
~12 kDa - ~12 kDa
— o
10 KD2 s —— &
c) M d @ 2 3 4 5 Caril
) w000 ] —w 500 mM Nadl 1.- Marcador PM
2.- Exclusion Molecular
3500° 3.- Fraccion 9
£ 3000 \ 4.- Fraccion 12
Q25004 40 kDa 5.- Fraccion 13
& 2000 — -
~ ]
% 15001 30 KD2 s -
S 1000 |
§ 500 VJ )
ﬂ,__—____ﬂ
1;2 “ m ) i 2 . <— ~12kDa
| ! /A | | |m l | 0 mM NaCl

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 5 56
mL

Fig. 17. Purificacion de las rVL. a) Fracciones de la cromatografia por exclusion molecular de la construccion

pV104L b) Concentrado de las fracciones de la exclusién molecular en filtros Amicon 5 kDa ¢) Cromatografia
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6.4 Fluorescencia Intrinseca de AR

Para comparar la compactacion del nucleo hidrofobico entre AR y 6aJL2 se generaron
espectros de fluorescencia en base al Trp35, Unico Trp presente en ambas proteinas. Desde el
punto de vista estructural de las cadenas ligeras, el Trp35 es un aminoacido altamente
conservado cuya ubicacion espacial le permite interactuar con gran parte del ndcleo
hidrofébico de la molécula (51). La cercania con el puente disulfuro decrementa la

fluorescencia del Trp funcionando como un apagador natural de la fluorescencia.

Como puede observarse en la Fig. 18, la alta fluorescencia intrinseca de AR contrasta
con la baja fluorescencia de 6aJL2. Esto indica que el nucleo hidrofébico de AR no se
encuentra empaquetado de manera eficiente ya que el Trp35 se encuentra mucho méas expuesto

y alejado del puente disulfuro que en 6aJL2.

Las interacciones que deberian mantener al Trp35 en el interior de AR han sido, de
alguna manera, quebrantadas. Se puede concluir que una de las razones por la cual AR fue
identificada como la rVV mas inestable es que la estructura indica una fuerte ruptura en las
interacciones intramoleculares remarcadas por el alejamiento del Trp35 del puente disulfuro
(Fig. 4b).
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Fig. 18. Fluorescencia intrinseca entre 6aJL2 y AR. El experimento se realizé a 37 °C, excitando a 295 nm, en
un volumen de 600 pL, a una concentracion de 50 pg/mL de proteina diluida en Na,HPO,20 mM, pH 7.4.
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Para saber si la temperatura influia de alguna manera sobre la estructura de AR, se
decidio incubar esta molécula a diferentes temperaturas. Como la temperatura esta relacionada
con la distribucion de la energia calorifica de una molécula, el incubar a mayor temperatura

permite incrementar la energia cinética molecular aumentando el movimiento de los atomos.

Como puede observarse, la intensidad de la fluorescencia del Trp35 de AR varid
directamente con el incremento de la temperatura (Fig. 19). Estos cambios de fluorescencia
indican que AR es una molécula sensible a los cambios de temperatura ya que la exposicion
del Trp35 indica un cambio en la estructura. Por lo que la energia cinética provista con el

aumento de temperatura es suficiente para generar cambios estructurales en la molécula.
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Fig. 19. Fluorescencia intrinseca de AR con respecto a la temperatura. Se incub6 a AR durante 2 horas a la
temperatura indicada. El experimento se realiz6 a excitando a 295 nm, en un volumen de 600 pL, a una
concentracién de 50 pg/mL de proteina diluida en Na,HPO, 20 mM, pH 7.4.

6.5 Estabilidad Termodinamica y Cinética de Fibrilogénesis de AR

La AG°® de AR habia sido calculada anteriormente dando un valor de 1.4 kcal/mol
considerandose asi como la rV_ menos estable (46). Sin embargo, el valor calculado de esta
AG°® fue obtenido de manera preliminar ya que la temperatura a la que se inicio la cinética
desnaturalizacion fue 25 °C (298 °K) (Fig. 20).
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Fig. 20. Desnaturalizacion Térmica de AR. Figura extraida de Del Pozo (46). La proteina fue diluida a 50
pg/ml en PBS 1X, pH 7.4. En azul se muestra el proceso de desnaturalizacion y en rojo la renaturalizacién. Se
registré la variacion de la intensidad de fluorescencia del Trp a 355 nm con respecto al tiempo. En el recuadro

interno se muestran las tres etapas tipicas de una curva de desnaturalizacién.

En la Fig. 20 puede observarse que las cinéticas de desnaturalizacion y renaturalizacion
térmica no describen una curva tipica de tres etapas ya que falta la etapa de pre-transicion.
Como la temperatura de 25 °C se encuentra dentro de la zona de transicion, el calculo obtenido
de AG® es una aproximacion al valor real. Para el célculo correcto es necesario haber definido
las 3 etapas de la curva de desnaturalizacién (recuadro interno) para asi evitar el sub-estimar o

sobre-estimar este valor. M&s adelante, en este trabajo, se retoma este experimento.

En la Fig. 21 se muestran la cinética de fibrilogénesis a 37 °C de AR comparada con
WIL, JTO, 6aJL2 y R25G (47). Los valores mostrados en la tabla interna fueron recalculados
sometiendo las curvas obtenidas anteriormente al analisis con la ecuacion 11. AR refleja una
alta tendencia a formar fibras al tener el menor tiempo lag y una alta velocidad para la
extension de fibra. Como esta proteina estuvo implicada en la patologia de un paciente, podria
asumirse que el paciente tuvo una rapida formacion de fibra que facilmente pudo haberse
acumulado y distribuido sistémicamente. Esto daria una posible explicacion por la que el
paciente AR fallecid 5 meses despues de su diagndstico (50), aun cuando la tasa media de

supervivencia para la amiloidosis AL es de 13 meses (22).
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Fig. 21. Fibrilogénesis in vitro de rV 6aJL2, JTO, WIL, R25G y AR. El experimento se realiz6 a 37 °C, en
un volumen de 3 mL, a una concentracion de 100 ug/mL de proteina en PBS 1X 'y ThT 20 uM en agitacion
constante. Cada curva representa la variacion de la intensidad de fluorescencia de ThT a 482nm con respecto al
tiempo. En la tabla interna se muestran la AG®, el tiempo lag y la constante de velocidad de las 5 rV

6.6 Cinéticas de Fibrilogénesis de AR a Diferentes Temperaturas

Sabiendo que AR es una molécula cuya estructura es sensible a los cambios de
temperatura, se opto por realizar cinéticas de fibrilogénesis a diferentes temperaturas. Similar
a lo ocurrido con la exposicion del Trp35 al variar la temperatura, se puede esperar que este

factor tenga algin impacto sobre la formacion de fibra.

Como se observa en la Fig. 22, la constante de velocidad con la que se agrega y se
forma la fibra incrementa con el aumento de la temperatura. A diferencia, el tiempo de la fase
lag incrementa con la disminucion de la temperatura. En otras palabras, AR forma fibras con

mayor facilidad a temperatura corporal que a menores temperaturas.
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Intensidad Fluorescencia ThT 482 nm

Sélo a 20 °C no se pudo registrar una cinética de fibrilogénesis con las fases lag y
exponencial bien definidas debido al tiempo en el que se siguié el experimento. Cabe la
posibilidad de extender el tiempo de lectura para obtener la cinética adecuada a esta
temperatura. A excepcidn de esta temperatura, en todas las demas se pudo obtener el valor de

las constantes de la ecuacion 11.
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Fig. 22. Fibrilogénesis in vitro de rV_ AR a diferentes temperaturas. El experimento se realiz6 a 20 °C, 25 °C,
30 °Cy 37 °C a la concentracion de 100ug/mL de proteina en PBS 1Xy ThT 20uM. Se registra el cambio de la
intensidad de fluorescencia de ThT a 482 nm con respecto al tiempo. En la tabla interna se muestran los valores

del tiempo lag para cada temperatura y la constante de velocidad.

Una de las condiciones necesarias para favorecer la fibrilogénesis in vitro es la adicion
de agitacion al sistema. Asi como la temperatura a la que se mantiene el sistema se convierte
en energia cinética molecular, la agitacién es energia cinética mecéanica suministrada que
permite el choque intermolecular de las moléculas. Sin embargo, esta energia cinética
mecanica parece no ser suficiente para que AR cambie su conformacion nativa hacia una
estructura pro-fibrilogénica ya que la agitacion se mantuvo constante en estos experimentos a

diferencia de la temperatura.
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Fluorescencia Normalizada Trp35

En el caso de AR, la temperatura genera una mayor vibracion intramolecular que
permite un reacomodo estructural de la molécula observidndose con el aumento de la
exposicion del Trp35 (Fig. 19). Este aumento de la vibracion molecular habilitaria la aparicion
de algun intermediario pro-fibrilogénico y la agitacion permitiria un mayor choque inter-
molecular incrementado la probabilidad de que se encuentren estos intermediarios. Sin
embargo, la agitacion vista como energia cinética mecanica no es suficiente para fomentar la

aparicion del intermediario pro-fibrilogénico.

6.7 Estabilidad Termodinamica

Los datos termodinamicos obtenidos permitieron evaluar las interacciones en tres
distintos sitios de AR. En la Fig. 23 se muestran las curvas de desnaturalizacién mediante el
agente quimico GndHCI (Fig. 23a) o térmico (Fig. 23b); y en la Tabla 7 se muestran los datos
termodindmicos obtenidos a partir de estas curvas al ser analizadas con las ecuaciones 2 y 6
respectivamente. Los valores obtenidos de la desnaturalizacién quimica provienen de tres a
cinco repeticiones de experimentos; pero de la desnaturalizacion térmica, los valores

provienen de una a dos repeticiones.
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Fig. 23. Desnaturalizacion Quimica y Térmica de AR y sus mutantes. En ambos casos se sigui6 la exposicion
del Trp35 a una excitacion de 295 nm y emision de 355 nm. a) Curvas de desnaturalizacion quimica. Se
incubaron 50 mg/mL de proteina a 25 °C durante 8 horas a diferentes concentraciones de GndHCI en buffer
Na2HPO4 20 mM, pH 7.4. b) Curvas de desnaturalizacion quimica. Se incubaron 50 mg/mL de proteina a
diferentes temperaturas, esperando al equilibrio, en buffer PBS 1X. En la gréfica interna se muestra la
desnaturalizacion térmica de pV104L.
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Tabla 7. Parametros que describen la desnaturalizacion al equilibrio y la cinética de fibrilogénesis in vitro de las proteinas A6.
Desnaturalizacion Térmica® Desnaturalizacién Quimica" e
rvp AG®ys5 o¢ ™™ ™ AH®,, AG®1o0 Cm -m -AAG
(kcal/mol) (°K) C) (kcalimol) | (kcal/mol) [M] (kcal/mol) | (keal/mol)

AR 1.14 304.29 31.14 56.44 1.60+0.26 | 0.41+0.08 | 3.96+0.16 -
AR 16°C 2.81 304.29 31.14 56.44 2.03+0.09 | 053+0.01 | 3.80+0.15 0.48
pG25R ND ND ND ND ND ND ND ND
PF21I 2.87 315.66 4251 51.79 250+023 | 0.79+0.05 | 3.17+0.21 1.51

pV104L 1.76 306.01 32.86 68.66 1.48 0.41 3.61 0
pGR/FI 3.01 318.66 45,51 46.78 293+052 | 0.83+0.05 | 3.50+ 0.45 1.66
"PGR/VL [ 2.25+£0.18 | 309.26 £0.90 | 36./6+0.90 | 62.45*0.15 210+021 | 047+0.02 | 450+0.60 0.24
[ pFI/VL 3.99 316.65 435 68.28 3.18+0.34 | 1.20+0.07 | 3.14+0.43 3.17
p3M 3.87 318.14 44.99 77.44 3.48+0.19 | 0.95+0.05 | 3.68+0.31 2.14
6aJL2’ 5.2 323.05 49.9 86.2 5.1 1.41 3.6 3.96

a. Calculado a partir de la ecuacién 6

b. Calculado a partir de la ecuacion 2

c. Diferencia de estabilidad relativa a AR calculada a partir de:

— AAG°=(mAR*C,, AR)—(mAR*C,,MUT)

d. El valor termodindmico fue tomado de la referencia 46

ND. No Determinado




Como puede observarse en la Fig. 23, el aumento de la estabilidad termodinamica va
aunado con el aumento de la resistencia a la desnaturalizacion quimica y a la desnaturalizacion
térmica. Cabe mencionar que la mayor parte de los valores de AG® de la desnaturalizacion
térmica concuerdan con los valores de la desnaturalizacion quimica aungue, por falta de

repeticion de los experimentos térmicos, estos no debieran tomarse como concluyentes.

La Unica mutante que no tuvo un comportamiento similar al de las demas en la
desnaturalizacion térmica fue pV104L (cuadro interno Fig. 23b). Aunque el Trp35 se oculta
conforme aumenta la temperatura, a los 304 °K vuelve a exponerse. El analisis de esta curva

genera valores que concuerdan con los de la desnaturalizacién quimica.

Debido a que el célculo de la AG® estd basado en el valor de la pendiente de la etapa de
transicion, el nimero de puntos que abarque la pendiente determinard la confiabilidad del
valor de AG°. Entre mayor sea el nimero de determinaciones en toda la curva, mayor

exactitud tendré el calculo. Para todos los casos se procurd que lo anterior se llevara a cabo.

En contraste con la AG®, la AAG?® es la diferencia de los valores de AG® usando el valor
de la concentracion media de desnaturalizante (Cy) de la proteina nativa, en este caso fue AR
gue se us6 como punto de referencia del calculo. La ventaja de usar a la Cy es que es un valor
qgue no depende de algin célculo previo y cuya variacion entre cada experimento es baja.
Interpretando los valores de la AAG® de la Tabla 7, un valor positivo indicaria un aumento de
la estabilidad, un valor negativo la disminucién de la estabilidad, y un valor cercano a cero

mostraria que la estabilidad termodindmica es similar al de AR.

6.8 Desnaturalizacion Quimica y Térmica de AR

La desnaturalizacion quimica de AR se realizo incubando a dos diferentes
temperaturas, 16 °C y 25 °C. Se comparé la AG® calculada para ambas temperaturas de
incubacion con la AG® de la desnaturalizacion térmica a las respectivas temperaturas. Como
puede observarse en la Tabla 7, hay una gran desviacion de los valores para la AG® de la
desnaturalizacion térmica y la desnaturalizacion quimica de ambas temperaturas. Se ha

reportado que la desviacion entre la AG®° quimica y la AG® térmica pudiera ser producto de
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algin intermediario cuya presencia no es contemplada en la ecuacion de dos estados
Nativa=»Desnaturalizada... Ecuacion 1 (58).

Los datos obtenidos a partir de ambas determinaciones se sometieron a los analisis
respectivos derivados de la Ec. 3 descrita en Materiales y Métodos. Del andlisis del
intermediario quimico de AR no se obtuvieron resultados reales y/o interpretables ya que los
valores de AG® eran superiores a 10”8 (datos no mostrados). Del andlisis del intermediario

térmico se obtuvieron valores interpretables como se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Intermediario Térmico. Valores obtenidos del ajuste de la Ec. 8.

AR AGQNl Ac'iOIU AGoGlobal*
(°C) (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
25 -0.51 1.18 0.67

16 1.17 2.83 4.00

* Obtenido de la suma de AGy, y AGy

Por lo que queda descartada la presencia de algin intermediario dado que los valores
calculados para el intermediario térmico no compaginan con los valores de la

desnaturalizacion quimica.

Se decidi6 sobreponer las gréaficas de las cinéticas de la desnaturalizacién y
renaturalizacion térmica de AR. Un sobrelapamiento de ambas curvas indicaria la existencia
de una sola ruta de plegamiento entre el estado nativo y el estado desnaturalizado de la
proteina cumpliendo entonces con la cinética de dos estados (Ec. 1). En caso de no

sobrelaparse, podria entonces sospecharse de la existencia de algun intermediario.

En la Fig. 24 se comparan las cinéticas de desnaturalizacion y renaturalizacion térmica
de AR contra la triple mutante F211/R25G/V104L - p3M, ya que ésta es mas estable. Puede
observarse que hay un sobrelapamiento entre las cinéticas de desnaturalizacion y
renaturalizacion térmica de p3M; a diferencia de AR en donde no se sobrelapan las curvas.
Podria volverse a sospechar de la existencia de algun intermediario pero el analisis anterior

refuta esta sospecha.
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Intensidad Fluorescencia Trp35 — 355 nm
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Fig. 24. Desnaturalizaciéon Térmica de AR y p3M. La proteina fue diluida a 50 pg/ml en PBS 1X, pH 7.4. En
azul se muestra el proceso de desnaturalizacién y en rojo la renaturalizacidn. Se registro la variacion de la
intensidad de fluorescencia del Trp a 355 nm con respecto al tiempo.
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Al analizar la metodologia con que se realiza este experimento, hay que recalcar el uso
de la agitacion para mantener la solucion térmicamente homogénea. Sin embargo, en el caso
de AR o de alguna otra proteina con baja estabilidad termodinamica, esta misma agitacion
estaria propiciando cambios conformacionales que pudieran favorecer la agregacion de la
proteina. Como la temperatura se incrementa gradualmente, también se incrementa la energia
cinética molecular cedida al sistema. Por lo que los cambios observados de la exposicion del
Trp35 no solo corresponderian a la desnaturalizacion térmica sino también a la formacion de
agregados. Para poder controlar este fendmeno en proteinas con baja estabilidad
termodinamica y susceptibles a la fibrilogénesis, tendria que eliminarse el factor de agitacion y

sustituirlo con un mayor tiempo de incubacion entre cada lectura.

Analizando ahora la desnaturalizacion quimica de AR a las dos diferentes temperaturas
en las que se incubd (Fig. 25), ambas muestran una corta etapa de pre-transicion. Se generaron
mediciones a concentraciones muy bajas para afianzar la pre-transicion. Como puede
observarse, a 16 °C presenta una etapa de pre-transicion ligeramente mas larga que a 25 °C.
Este fendmeno se ha analizado en otros estudios (63, 64), ya que se ha demostrado que la
disminucion de la temperatura a la que se realiza la desnaturalizacion quimica conlleva a un
aumento de la estabilidad termodinamica. En la Fig. 25 también se muestra la

desnaturalizacion quimica de la mutante mas estable, pFI/VL.
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Fig. 25. Curvas de Desnaturalizacién Quimica. En circulos se muestra la fluorescencia normalizada
del Trp35 a determinada concentracion de GndHCI y las lineas son el ajuste de estos datos a la Ec. 7. En verde se
muestran la desnaturalizacion quimica de AR a 25 °C; en rojo, a 16 °C; y en azul, la de pFI/VL a 25 °C.

La temperatura sigue siendo un factor determinante para la estructura de AR. Aunque
también se llevo a cabo una desnaturalizacién quimica a 37 °C (datos no mostrados), fue
imposible definir una curva de desnaturalizacidbn ya que a esta temperatura se tiene

mayoritariamente a AR en forma desnaturalizada.

6.9 Estabilidad Termodindmica de las Mutantes

El conjunto de mutantes permitié analizar los efectos de mutaciones puntuales en tres
diferentes sitios en la estructura de AR. Aun faltando la repeticion de las cinéticas de
desnaturalizacion térmica, los valores obtenidos de AG®° concuerdan con los de la
desnaturalizacion quimica. Como se mencioné anteriormente, el dato que permite comparar

fehacientemente la estabilidad entre las mutantes es el valor de AAG®.

Analizando los datos de la desnaturalizacion térmica de las mutantes (Tabla7), uno de
los valores que acompafian directamente al cambio de estabilidad es la entalpia (AHy). Este
valor aumenta conforme incrementa la estabilidad termodinamica de las mutantes. La AH°,
indica la cantidad de calor que se requiere para que se lleve a cabo la desnaturalizacion de la
proteina (63). Este pardmetro esta relacionado con la estructura de una proteina,
especificamente con las cadenas laterales. Por lo que a mayor valor de AH®,, corresponde una

interaccién mas favorable de las cadenas laterales expuestas (65).
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A pesar de que varias mutantes (pF211, pGR/FI, pFI/\VVL, p3M) tienen una Tm similar
(~318 °K), en la Fig. 23b puede observarse que cada mutante tiene una diferente pendiente de
la etapa de transicion de la curva de desnaturalizacion. El valor de esta pendiente es el valor de
la AHn. Las mutantes anteriores tienen en comun el cambio en el sitio 21, el cual ha influido
de manera importante en la estabilidad del nucleo hidrofébico. Entonces la Tm podria referirse
méas como un valor relacionado con la estabilidad del nacleo hidrofébico. Una vez que éste se
encuentra estabilizado son ahora las cadenas laterales expuestas las que definen la estabilidad

de la molécula.

Lo anterior puede visualizarse con mayor simplicidad si se comparan la T, y la AH%y,
de las mutantes sencillas pF211 y pV104L. Aunque la interaccion de las cadenas laterales se
encuentra mas favorecida en la mutante pV104L (AH°y= 68.66 kcal/mol) que en la mutante
pF211 (AH®\ = 51.59 kcal/mol), el reacomodamiento del nucleo hidrofébico tiene una mayor

importancia ya que existe una diferencia de 10 °C en la Tm de estas dos mutantes.

Para la desnaturalizacion quimica se realizaron suficientes repeticiones en la mayoria
de las mutantes resultando en valores mas certeros. Unicamente la pV104L no pudo analizarse

de manera satisfactoria con este método debido a la poca cantidad de proteina obtenida.

Con respecto a las mutantes sencillas, la mutante pF21l aument6 la estabilidad
termodindmica de AR de manera notoria (AAG°= 1.51 kcal/mol). De entre las mutantes
sencillas, ésta fue la Unica que estabilizé ya que la mutante pV104L (AAG®= 0 kcal/mol) no
tuvo un efecto significativo para la estabilizacion. A pesar de que la mutante pV104L no
estabiliz6 a AR, la doble mutante pFI/VL generé un aumento importante en la estabilidad
(AAG°= 3.17 kcal/mol). Esta fue la mutante mas estable de todo el conjunto. Quizas la
contribucion mas importante del residuo 104 sea la restitucion de una red de interacciones

dependiente del tipo de residuo ubicado en el sitio 21.

Combinando los sitios 25 y 104, la doble mutante pGR/VL no incrementa
significativamente la estabilidad (AAG°= 0.24 kcal/mol) asi como la mutante sencilla F21l.

Por lo que el cambio en el sitio 21 es importante para aumentar considerablemente la
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estabilidad de todo el dominio; o visto de otra manera, la Phe21 es uno de los principales sitios
que propician la baja estabilidad de AR.

Contrario al efecto del cambio de Arg25Gly en 6aJL2, el regresar este sitio de AR al
residuo de la linea germinal no estabiliz6 directamente a la molécula como se tenia esperado.
Esta mutacion en el sitio 25 no contribuy6 con la estabilidad de manera significativa y ninguna
mutante con este cambio (pG25R, pGR/FI, pGR/VL) mostro el efecto estabilizante de regresar
esta posicion a la linea germinal a diferencia de todas las mutantes en las posiciones 21 y 104.
Inclusive, al insertar este cambio en la mutante méas estable (pFI/VL) generando la triple
mutante (p3M), disminuye la estabilidad en lugar de aumentarla. Por lo que debe existir otra

red de interacciones en este subdominio que dificulte el correcto acomodo de la Arg25.

6.10 Cinética de Fibrilogénesis de las Mutantes

La relacion entre la energia libre y la fase de latencia ha mostrado una correlacion entre
la baja estabilidad termodindmica y la alta propension a formar fibras. En la Fig. 26 se puede
observar que se conserva esta reciprocidad. Sin embargo, debido a la cantidad de proteina que
se requiere para este experimento, no pudieron realizarse las repeticiones de las cinéticas para

las mutantes de AR.

Otra caracteristica de la Fig. 26 es que la fluorescencia de algunas cinéticas de
fibrilogénesis, como pV104L, no llegaron hasta las 1,000 unidades de fluorescencia. Sélo se
muestra la fase lag y exponencial mas representativas ya que posterior a estas etapas, la
fluorescencia se comporta de manera erratica. Esto podria interpretarse en que el ensamblado

de las fibras es diferente en cada mutante ya que la extension de la misma variaria.

Con la proteina que se obtuvo de la mutante pG25R se realiz6 una cinética de
fibrilogénesis. Resulta sorprendente que esta mutante sea menos fibrilogénica que AR
indicando que la baja expresion sea por otros motivos como la agregacion en citoplasma o la
formacion de cuerpos de inclusion y no por la disminucién de la estabilidad como
anteriormente se habia contemplado. Valdria la pena explorar otros sistemas de expresion para

producir la cantidad necesaria de proteina y asi comprobar su estabilidad termodinamica.

48



Hay otras 2 mutantes que marcan un tiempo lag y una velocidad de fibrilogénesis

similar a la mutante pG25R y son las mutantes pV104L y pGR/VL. Puede esperarse entonces

gue estas tres mutantes posean AG® ’s similares, aunque, por los datos de la desnaturalizacion

térmica, tengan una diferente interaccion de sus cadenas laterales (AH®n)

De las mutantes pFI/VL y p3M no pudieron generarse cinéticas de fibrilogénesis

adecuadas e interpretables. Aparentemente, la doble mutante mas estable de todas pFI/VL,

podria tener una cinética de fibrilogénesis similar a la de 6aJL2.

Al compararse las velocidades de formacién de fibra y los tiempos lag obtenidos,

puede notarse la relacion inversa entre estos valores. A mayor velocidad (k™), menor tiempo

lag y viceversa. Sin embargo, ambos valores representan diferentes eventos en la formacién de

fibra. El tiempo lag representa el evento critico de la formacion de nucleos donde

posteriormente se llevaré a cabo la extension de la fibra a una determinada velocidad.
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Fig. 26. Cinética de Fibrilogénesis de las Mutantes de AR. El experimento se realiz6 a 37 °C, en un volumen
de 3 mL, a una concentracion de 100 ug/mL de proteina en PBS 1X 'y ThT 20 uM en agitacién constante. Cada
curva representa la variacion de la intensidad de fluorescencia de ThT a 482nm con respecto al tiempo. En la

tabla interna se muestran la AG?, el tiempo lag y la constante de velocidad de las 5 rV/
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7. DISCUSION

En el trabajo de tesis de Del Pozo (46) se sintetizd el gen que codifica para la proteina
modelo de la linea germinal 6a (6aJL2), se analizo6 su estabilidad termodinamica y su cinética
de fibrilogénesis. Ademds, se generaron mutantes para analizar qué sitios eran mas
susceptibles a la desestabilizacion termodinamica como en Phe2, Pro7, His8, Gly100, Lys103
y Thr105. Sin embargo, para averiguar no sélo qué sitios sino también qué residuos en esas
posiciones pudieran estar afectando la estructura y la estabilidad de una proteina de 111

residuos, se tendrian que generar un nimero superior a 107100 de mutantes.

A diferencia del trabajo anterior, el enfoque de este trabajo se basé en averiguar qué
residuos contribuyeron con la disminucion de la estabilidad termodindmica de AR tomando
como punto de comparacién a 6aJL2. Este cambio de enfoque permitié6 comparar a AR, una
cadena ligera proveniente de la hipermutacion somatica e involucrada en la patogénesis de un

paciente, con respecto a la linea germinal.

Las mutantes de AR consistieron en regresar a la linea germinal los residuos que
pudieran estar alterando la estructura, principalmente los situados en el ndcleo hidrofébico.
Dos residuos fueron identificados dentro de este nucleo, F21 y V104L, y también se identificd
un tercer residuo localizado en el CDR1, G25, de acuerdo al analisis de Del Pozo (46,47). Los
residuos mutados de AR hacia 6aJL2 fueron F211, G25R y V104L. En total se generaron siete

mutantes de AR resultado de la combinatoria de estos tres residuos.

Condensando los resultados de este trabajo, se puede decir que la estabilizacion de AR
no ocurrié como se esperaba. Inicialmente se consideraba al cambio G25R como uno de los
cambios que estabilizaria de manera importante a AR y que los otros dos sitios solo
complementarian la estabilidad. Esto fue considerado ya que, en el contexto molecular de
6aJL2, la mutacion R25G provocé la pérdida 1.4 kcal/mol sobre la estabilidad termodinamica;
y considerando este efecto, la mutacion G25R en AR tendria que haber estabilizado en un

valor similar a este dominio.
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No obstante, los datos termodindmicos indican todo lo contrario. EI cambio F211 fue
estabilizante como mutante sencilla, y junto con el cambio V104L fue la combinatoria méas
estable de todo el conjunto. EI cambio G25R no mostré el comportamiento estabilizante
esperado por lo que deben existir otras interacciones que impidan el correcto acomodo de
Arg25.

En base a los datos termodindmicos de las mutantes, la principal pregunta es: ¢qué
interacciones tiene el sitio 21 que estabilizaron de manera importante a AR? La siguiente
cuestion consiste acerca del cambio en el sitio 104 y las caracteristicas del tipo de residuo para
restituir la red de interacciones. Y finalmente tratar de explicar la razon por la que el sitio 25

no contribuy6 con el incremento de la estabilidad.

El modelo estructural de AR se realizdé usando la estructura cristalogréafica de JTO
(1CDO0) como base en el programa SwissPDBViewer y el modelo obtenido fue refinado en el
servidor CBS (http://www.cbs.dtu.dk/services). En este modelo se analizaron los residuos con
los que Phe21 hace contacto en un radio de 4 A, distancia de acercamiento considerando que
un enlace sencillo C-C es de 1.6 A (Fig. 27). Dentro del conjunto de los residuos con que hace
contacto, hay que recalcar 3 residuos que son Trp35, Leu73 y Val104. Todos estos yacen en la
region hidrofobica central del dominio y cabe destacar que el Trp35 es el residuo que posee el

mayor numero de interacciones dentro de la molécula.

El cambio de volumen de una lle propia de la linea germinal por una Phe presente en
AR no so6lo cambiaria completamente la compactacion del ndcleo hidrofébico sino también las
interacciones del interior. Analizando con mayor cercania a Phe2l, se hace notar la
proximidad de la interaccion con el anillo fendlico de Tyr86. Lo que pudiera estar ocurriendo
en AR es que Phe21 se encuentre interactuando con Tyr86 mediante un apilamiento de anillos
aromaticos (stacking). Este apilamiento desacomodaria las cadenas laterales a su alrededor

desestabilizando el interior de la molécula.

51



Vall9
Thr20
Ser22
Trp35
Ala71
Ser72
Leu73
lle75
Tyr86
Thr102 . :
Val104 > Val104 b) 4-?94,"1.1

Fig. 27. Interaccion de Phe21. En verde se encuentran remarcados Phe21 y Val104; en azul los residuos
cercanos a Phe21.a) Distribucion interna de los residuos con que hace interaccion Phe21 cercanos a 4 A de
distancia. b) Distancias mas cercanas de los anillos aromaticos entre Phe21 - Tyr86. La estructura de AR fue
generada en SwissPDBviewer con el modelo cristalografico de JTO (1CDO0), corregida en el servidor CBS y
editada en PyMol.

Ahora, ¢cudles son los residuos que ocupan comunmente el sitio 21? En el trabajo de
Chothia et al (51) se analizaron 5,300 secuencias de dominios variables y de las lineas
germinales codificantes de todas las familias con el fin de encontrar residuos importantes para
la estructura de estos dominios. De acuerdo el trabajo de Chothia (51), la posicién 21 es
ocupada preferentemente por cuatro residuos hidrofobicos (Val, Leu, lle y Met). Sélo 34
secuencias de las 5,300 tienen Phe21, pero dada la variedad de familias de cadenas ligeras
analizadas, esto pudiera no ser descriptivo para el caso de la familia AVI. En el trabajo de tesis
de Del Pozo (46), se reunieron secuencias AVI tanto de células B policlonales como
amiloidogénicas y puede observarse que el sitio 21 es ocupado principalmente por lle siendo
AR la Unica V| con Phe en esta posicion. Como este sitio se encuentra en el FR1, donde la
tasa de mutacion es practicamente nula, Phe2l es una mutacién inusual que resultd
desestabilizante pero que de alguna manera permitio la posterior maduracion de la cadena

ligera.
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En la mutante pF21l, lle21 estaria interactuando directamente con Leu73 por medio de
sus cadenas laterales al igual que entre los atomos del enlace carbonilo y amida por efecto de
su momento dipolar (Fig. 28). La cercania de Leu73 con Trp35 le permite interactuar
directamente en distancias proximas a 4 A por lo que cualquier disrupcion de esta interaccion

propiciaria una pérdida en la estabilidad de la molécula.

Analizando la mutante pV104L, notamos que este cambio sencillo no ofrece algun
efecto estabilizante en AR. Sin embargo, es hasta que se encuentra interactuando con la
mutacion lle21 cuando coopera en el incremento de la estabilidad. Probablemente este cambio
permite restituir la red de interacciones de la region inferior de la molécula. Analizando el
trabajo de Chothia (52), se reporta el uso preferencial de dos residuos hidrofébicos (Val y Leu)

pero en el analisis de Del Pozo (46) se remarca el uso preferencial de Leu para AVI.

a)

Fig. 28. Interacciones con Leu73. a) Interaccion polar entre Ile21 — Leu73 b) Distancias entre Leu73 — Trp35.
La estructura de AR fue generada en SwissPDBviewer con el modelo cristalogréfico de JTO (1CDO), corregida
en CBS y editada en PyMol.

En la estructura de las cadenas ligeras derivadas de AVI, Leu resulta importante para
mantener las interacciones de la region. Si se comparan las interacciones en el modelo de AR
se puede observar que LeulO4 tiene mas interacciones que Vall04 (Fig. 29). Por lo que la
restitucion de la Leul04, aunque débil de manera termodinamica, aumentaria el nimero de

fuerzas de van der Waals en el interior de la molécula.
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Fig. 29. Interacciones del residuo 104. a) Distancias de los residuos cercanos a 4 A de distancia con Val104 b)
Distancias de los residuos cercanos a 4 A de distancia con Leu104. La estructura de AR fue generada en
SwissPDBviewer con el modelo cristalografico de JTO (1CD0), corregida en CBS y editada en PyMol.

Por dltimo, las mutantes de la posicion 25 carecen de una relacién directa con la
contribucion de la estabilidad termodindmica. La estructura cristalografica sobre la cual se
generd AR fue JTO, cuya estructura primaria tiene una Arg en la posicion 25. Se ha postulado
que el cambio de Arg por Gly en la posicién 25 podria influir en la conformacion del CDR1 de
una estructura tipo helicoidal a una tipo rizo, respectivamente, para las cadenas ligeras AVI
(Fig. 30) (63).

Fig. 30. Conformaciones del CDRL1. En verde se muestra la conformacion rizada debido Gly25 y en rojo la
estructura helicoidal en presencia de Arg25 (66).
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El cambio de conformacién del CDR1 seria dependiente de la interaccion entre el
residuo 2 y el residuo 25. Ademas, la interaccion de Arg25 con Phe2 en 6aJL2 estd
involucrada en el inicio de un motivo conocido como cambio de hoja (sheet switch) (Fig. 31a).
Otro motivo de anti-agregacion usado por estos dominios variables, ubicado en el extremo

opuesto de cambio de hoja, es el motivo conocido como cierre de prolinas (Fig. 31b).

El cambio de hoja es uno de los motivos anti-agregacion usados en las proteinas tipo -
sandwich como lo son los dominios variables de las inmunoglobulinas (67). Los primeros 7
residuos del extremo N-terminal interacttan con los residuos de la hebra B y los siguientes 7
residuos interactdan con los ultimos 8 residuos de la hebra G del extremo C-terminal (Fig.
31a). A pesar de que gran parte de los residuos se encuentran conservados en este motivo entre
6aJL2 y AR, las cadenas laterales del CDR1 y del CDR3 pudieran estar determinando la
fuerza de interaccion del cambio de hoja (Fig. 31c).

N-term b
a) P 7 ) 7
(] \ ' v CDR3
§ ) T\
» J - { J »
/ \V}\ \ b “
Hebra B ; I
\L . = 2 i —d
. \ /{}/’/{ T /, ‘\
‘{) 74 § \ / -
] v .
Hel;r.@‘A Hebra G L -\ N P @ \ \___~
o & - { HebraA/f j Heébra G
4 ; e’ Asa 40-60 N\ . | &
4 b . \ ¥ b
C-term

\
C-term

Fig. 31. Motivos anti-agregacion en AR. En rojo se encuentra la interaccion entre el extremo N-terminal y la
hebra B; en verde la interaccidon entre la hebra Ay la hebra G del extremo C-terminal. a) Cambio de hoja entre el
extremo N-terminal y C-terminal. b) Cierre de prolinas entre los residuos del asa 40- 60. ¢) En azul se encuentran

marcados los CDR’s que pudieran estar afectando la posicion del extremo N-terminal. La estructura de AR fue

generada en SwissPDBviewer con el modelo cristalografico de JTO (1CDO), corregida en CBS y editada en
PyMol.
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A pesar de haber regresado el residuo 25 de AR a la linea germinal, quizés existan
otras interacciones que pudieran estar interrumpiendo el acomodo del motivo de anti-
agregacion. Una mutacion que pudiera impedir el correcto acomodo de la interaccion 2-25
pudiera ser Asn92 (Fig. 32a). El residuo Asn92 es una mutacion en el CDR3 cuyo O del
enlace ester de la cadena lateral podria estar interactuando con el extremo N-terminal de Aspl
(Fig. 32b). Esto podria estar afectando indirectamente la interaccion planar 2-25 ya que la
atraccion entre Aspl-Ans92 estaria perturbando el inicio del motivo de anti-agregacion e

inclusive, Asn92 podria estar interactuando con el anillo aromatico de Phe2 de forma ion-r.

a)

b)

Fig. 32. Sheet-switch. En verde estd marcada la primera parte con que interacta el extremo N- terminal y en rojo
la segunda parte. Los atomos en color azul representan a los Nitrdgenos y en rojo a los Oxigenos. En el
acercamiento se aprecia la interaccion electrostatica entre Aspl — Asn92. La estructura de AR fue generada en
SwissPDBviewer con el modelo cristalografico de JTO (1CD0), corregida en CBS y editada en PyMol.

Otro cambio que resultaria interesante analizar seria la mutante Ala43Ser. La variante
alélica de la linea germinal 6aJL2 es justamente Gly25 — Ala43, ambas presentes en AR.
Desafortunadamente no se cuenta con datos termodindmicos sobre la influencia del sitio 43
sobre la estabilidad de 6aJL2. Para corroborar la influencia sobre el sitio 43 en AR también se

tendria que analizar la influencia de este sitio en 6aJL2.
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Ademas de los cambios anteriores, otros cambios a analizar serian los ocurridos en los
FR’s. Se sabe que los FR’s son el andamiaje estructural que dan origen a la conformacion del
dominio. Por lo que otros residuos que habria que analizar su efecto serian los cambios
situados en los FR’s en AR con respecto a 6aJL2, como AsplGln, Ala43Ser, Asp50Glu,
Asp68Ser, Ala68bSer, Asn92Asp y Asn94Ser (Fig. 33).

e
Asn92 ﬁzl
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Fig. 33. Mutaciones en AR. Se muestran los residuos que cambiaron en AR con respecto a la linea germinal,
especificamente en los FR’s. Los atomos en color azul representan a los Nitrogenos y en rojo a los Oxigenos. La
estructura de AR fue generada en SwissPDBviewer con el modelo cristalografico de JTO (1CDO0), corregida en
CBS y editada en PyMol.

Aunque la relacion entre la estabilidad termodindmica y la fibrilogénesis es en lo
general directa, también cabria analizar los cambios que estuvieran ocurriendo en los extremos
N-terminal y C-terminal. El rearreglo estructural que favorece la formacion de nucleos y su

posterior extension como fibra es aun incierto por lo que sigue sin estar claro este mecanismo.

El uso de la fluorescencia del Trp35 como seguimiento de la desestabilizacion
termodinamica y estructural limita el analisis a solo registrar la alteracion de una porcion de la

estructura. Se desconoce si otros sub-dominios siguen manteniendo su conformacién o si estos
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estan adoptando nuevas estructuras (68). Como puede apreciarse de los resultados de los
experimentos, la disminucién de la exposicion del Trp35 estuvo acoplada a la estabilizacion de
la zona hidrofobica inferior. Sin embargo se desconoce como se estan reacomodando otras
regiones de la molécula para que se lleve a cabo la fibrilogénesis. Esto se podria resolver
mediante la incorporacion de fluoréforos en diferentes regiones de la molécula, el uso de otras
técnicas espectroscdpicas como el uso de infrarrojo o anisotropia (8), o el uso de Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) o difraccion de rayos X (9).

Falta también hacer el analisis microscépico de las fibras formadas. Esto ayudaria a
interpretar las cinéticas de fibrilogénesis a nivel macroscépico ya que la morfologia de la fibra
podria ser diferente entre cada mutante. Ademas, la interaccion con otras macromoléculas
como carbohidratos (69), membranas lipidicas (70) o iones metélicos (70), ayudaria a
interpretar los eventos ocurridos in vivo. Asimismo, sabiendo que AR estuvo involucrada en la
nefropatia del paciente, la interaccion con células mesangiales (71) permitiria dilucidar los
eventos primarios para la amiloidosis. Se podrian analizar las rutas de degradacion del
dominio variable previa a la formacion de fibra y asi poder dirigir de manera efectiva alguna

cura para la discrasia celular de linfocitos B denominada amiloidosis AL.
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8. CONCLUSIONES

A diferencia de otros trabajos (40, 41, 46), la vision que se usé en este trabajo fue el
dirigir las mutaciones de AR hacia la linea germinal (6aJL2) y analizar su efecto en la
estabilidad termodinamica. Aunque es una perspectiva sencilla, fue una investigacion que no
requirio realizar la combinatoria de los veinte residuos de amino&cidos en cada sitio propuesto

para averiguar cual podria contribuir con el cambio de la estabilidad.

Debido a la baja estabilidad termodinamica de AR, cualquier adicién de energia
mecénica o molecular es suficiente como para modificar la estructura. La energia cinética
molecular provista por el aumento de la temperatura aunada con la energia cinética mecanica
proveniente de la agitacion muestran lo susceptible que es la estructura de AR reflejandose en

los cambios de la exposicion del triptéfano y el tiempo lag de las cinéticas de fibrilogénesis.

Del modelo generado de AR, Phe2l estaria interactuando con Tyr86 mediante el
apilamiento de los anillos bencénicos pudiendo explicar el efecto de este residuo sobre la
disminucion de la estabilidad. Las interacciones hidrofobicas al interior de la molécula no
podrian empaquetarse adecuadamente hasta que el residuo 21 sea sustituido por lle, propio de

la linea germinal.

Como Leu73 se encuentra adyacente al sitio 21 e interactuando directamente con
Trp35, la alta fluorescencia del AR a partir del Trp35 podria explicarse debido al mal
acomodamiento de las cadenas laterales entre Phe21 y Leu73 propiciando el alejamiento de

Trp35 del puente disulfuro.

El cambio de longitud de la cadena lateral en el sitio 104 no es determinante para el
incremento de la estabilidad termodinamica de AR. Solo hasta que el sitio 21 es ocupado por
lle, el cambio en el sitio 104 participa en el incremento de la estabilidad. Lo mas probable es

gue se haya restituido la red de interacciones de las cadenas laterales al interior de la molécula
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Aunque en 6aJL2 la mutacion Arg25Gly haya disminuido la estabilidad
termodindmica, la mutacion Gly25Arg en AR no increment6 sustancialmente la estabilidad. Si
bien se esperaba un efecto estabilizante, otros residuos podrian estar afectando la red de
interacciones de esta region de la molécula que pudieran dificultar el reacomodamiento del
residuo. El contexto molecular de AR, referido a su red de interacciones polares y no polares,
podria ser diferente al de 6aJL2 en diferentes regiones de la molécula.

Esto llama la atencién ya que no es s6lo un residuo o una sola region los responsables
de la desestabilizacion de la molécula; sino que es la complejidad y la fuerza de las
interacciones entre las cadenas laterales de los residuos, internas y externas, quienes van

definiendo qué tan estable y qué tan fibrilogénica seria una proteina.
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9. PERSPECTIVAS

Si bien se obtuvieron datos importantes en este trabajo, el realizar las repeticiones de la
desnaturalizacion térmica y las cinéticas de fibrilogénesis de las mutantes generaria una mayor
certidumbre y confiabilidad de los datos analizados. Para relacionar los efectos
termodindmicos entre cada mutante, la estructura molecular de AR y algunas de sus mutantes

ayudaria a la correcta interpretacion de los datos termodindmicos de este trabajo.

Ademas, seria interesante generar y analizar mutantes de otros sitios como los ubicados
en los FR’s. Se evaluaria su estabilidad termodinamica y su cinética de fibrilogénesis pero los
resultados confirmarian el efecto estabilizante que otros sitios podrian tener sobre AR. No
obstante, el regresar los cambios de AR hacia la linea germinal no debiera centrarse
unicamente en los FR’s sino también en los CDR’s ya que el acomodamiento de estas

regiones podria influir en el resto de la molécula.

Otra perspectiva seria el evaluar la interaccion de AR con células mesangiales y
dilucidar las rutas de embebimiento celular y sus posibles efectos apopt6ticos. Aunque se han
caracterizado diversas fases de la interaccion de cadenas ligeras amiloidogénicas con
diferentes lineas celulares, no se cuenta con informacion acerca de alguna linea germinal en

especifico ya que las investigaciones se han referido a sélo el isotipo de la cadena ligera.

Aunado a lo anterior, el analizar la interaccion de AR con otras moléculas organicas,
como membranas lipidicas o carbohidratos, podria determinar la preferencia que tendrian

ciertas cadenas ligeras sobre la constitucién de una membrana celular.

Uno de los mecanismos que se desconocen hasta el momento es el proceso en que una
cadena ligera amiloidogénica se re-estructura para dar paso a la formacion de fibra. Entonces
el seguimiento de la reestructuraciébn de AR mediante fluor6foros especificos en sitios
determinados para establecer un posible mecanismo para la formacion de la fibra brindaria

informacidn novedosa acerca de este proceso.
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