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Resumen

El estudio de proteinas que son capaces de reconocer con alta especificidad
glicoconjugados de membranas celulares, ha sido de gran valor en el desarrollo de
tratamientos contra un amplio numero de enfermedades, incluyendo infecciones, cancer,
diabetes, y desérdenes autoinmunes. La aglutinina del germen de trigo (AGT) es una
lectina emblematica que reconoce preferentemente residuos de N-acetilglucosamina y
acido sialico. Fue la primera proteina reportada con capacidad para discriminar entre
células normales y células malignas (Aub et al. 1963, 1965). Desde entonces, la AGT ha
sido utilizada ampliamente en investigacion bioquimica y biomédica, y recientemente ha
sido considerada como un candidato para la entrega especifica de farmacos via oral,
gracias a su notable habilidad de selectivamente adherirse, invadir y realizar transcitosis

de enterocitos.

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre la AGT, la estabilidad estructural y el
mecanismo de ensamblaje de esta lectina siguen siendo poco comprendidos. En los
ultimos afos, nuestro grupo de trabajo se ha enfocado al estudio de la disociacion y
desplegamiento de esta lectina en funcién del pH y temperatura, mediante técnicas
calorimétricas de alta precisién. La AGT posee un mecanismo de plegamiento y auto-
asociacion complejo, que depende fuertemente de las condiciones de solucién (Portillo-
Téllez et al., 2011). A valores de pH cercanos a la neutralidad, la lectina forma
homodimeros débiles no obligados, es decir, las subunidades realizan una auto-
asociacion tipo cuerpo rigido. El dimero se debilita progresivamente al aumentar la acidez
del medio. A pH de 2, la proteina se encuentra completamente disociada. Analisis
espectroscépicos y calorimétricos sugieren que bajo esas condiciones, uno de los cuatro
dominios tipo heveina de la AGT se encuentra desplegado. De hecho, se propone que el
desplegamiento de este dominio es la principal causa de la monomerizacion total de la
lectina (Portillo-Téllez et al., 2011).

En el presente estudio, nuestro objetivo fue elucidar con mayor detalle el mecanismo de
ensamblaje de la AGT. Dada la compleja organizacién estructural de esta lectina, ha
resultado complicado realizar una adecuada desconvolucién de los perfiles de

desplegamiento térmico. Por otro lado, se desconoce aun la correspondencia entre las
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distintas transiciones de desplegamiento térmico observadas y cada uno de los dominios
isoestructurales. Para resolver estas interrogantes, planteamos la estrategia de obtener
de manera recombinante los cuatro dominios individuales de la AGT, para proceder a su
caracterizacion tanto espectroscépica como calorimétrica. Nuestros resultados muestran
que el dominio D es el que se encuentra desplegado a pH muy acido. Por otro lado, la
comparacion entre los parametros de desplegamiento de cada dominio aislado con los
parametros resueltos previamente para el desplegamiento multi-etapa de la proteina

completa, nos permitié arrojar luz sobre la correspondencia dominio-transicion.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Lectinas

Las lectinas son un grupo de proteinas especializadas en el reconocimiento de
carbohidratos con alta especificidad y afinidad. Se encuentran presentes en todo tipo de
organismos, desde virus y bacterias hasta plantas y animales (Lis y Sharon, 1998; Sinha,
2007; Sharon, 2008).

1.2 Historia

Hacia finales del S. XIX, se tenia la evidencia de la existencia de proteinas que poseen la
capacidad de aglutinar eritrocitos, referidas como fitohemaglutininas, por haber sido
encontradas originalmente en extractos de plantas. La primera descripcidn de una
hemaglutinina fue dada por Peter Hermann Stillmark, quién aislé a la ricina, una
hemaglutinina altamente téxica de semillas del arbol de ricino (Franz, 1988). Los primeros
resultados obtenidos por Stillmark indicaron cierta selectividad en la aglutinacién de la
ricina inducida en células rojas de animales diferentes. Esta observacion fue corroborada
y ampliada por Karl Landsteiner, el descubridor de los grupos sanguineos A, B y O, en
1900. En 1919, James B. Sumner fue el primero en obtener una hemaglutinina pura, la
concanavalina A, que aislé de una vaina de frijol. Sumner y Howell, en 1936, demostraron
que la hemaglutinaciéon por concanavalina A era inhibida por la sacarosa, lo que revelo

por primera vez la especificidad de las lectinas por azucares.

Las hemaglutininas especificas al tipo de sangre jugaron un papel crucial en las primeras
investigaciones sobre la base estructural de la especificidad de los antigenos asociados
con los grupos sanguineos ABO. En |la década de 1950, Walter J. T. Morgan y Winifred M.
Watkins encontraron que la aglutinacién de las células rojas de tipo A por la lectina de
haba, era inhibida por N-acetil-D-galactosamina, mientras que la de las células de tipo O
por la lectina de L. tetragonolobus era inhibida por L-fucosa. Llegaron asi a la conclusion
de que los carbohidratos a-N-acetil-D galactosamina y a-L-fucosa son los que confieren

especificidad a los grupos sanguineos A y O, respectivamente. Este trabajo de Watkins y
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Morgan fue una de las primeras evidencias de la presencia de azucares en las superficies
celulares y su papel potencial como marcadores de identidad, un tema aun estudiado

ampliamente en la Glicobiologia moderna.

La capacidad de las aglutininas vegetales para distinguir entre los eritrocitos de los
diferentes tipos de sangre condujo a Boyd y Shapleigh (1954) a proponer para ellas el
nombre de la lectinas, del latin “legere”, escoger o elegir. Este término fue generalizado
por Sharon y Lis, en 1972, para abarcar todas las aglutininas especificas de azucar de
origen no inmune, independientemente de la fuente y el tipo especifico de sangre que

reconocieran.

Dos importantes descubrimientos realizados en la década de 1960 jugaron un papel
decisivo para llevar las lectinas a un plano de alto interés cientifico y biomédico. El
primero de éstos fue realizado por Peter C. Nowell (1960), quien encontré que la lectina
de frijol rojo (PHA) es mitogénica, es decir, que posee la capacidad de estimular a los
linfocitos a someterse a la mitosis. Este descubrimiento tuvo un impacto revolucionario en
la inmunologia, en que destrozé el punto de vista, que hasta entonces dominaba, de que
los linfocitos son células incapaces de dividirse o diferenciarse. En un lapso relativamente
corto de tiempo, se demostrd para varias otras lectinas la capacidad de ser mitogénicas.
Este tipo de lectinas pronto se convirtieron en herramientas para el estudio de transmisién
de senales en células y para el analisis de los eventos bioquimicos que se producen
durante la estimulacion de linfocitos in vitro. Igual de valioso fue el descubrimiento, en la
década de 1970, por Robert C. Gallo y sus colaboradores, del factor de crecimiento de las
células T, ahora conocida como la interleucina-2, en medio condicionado de linfocitos

humanos normales estimulados por PHA.

El segundo descubrimiento fue hecho por José C. Aub y colaboradores (Aub et al. 1963,
1965). Ellos encontraron que la aglutinina del germen de trigo (AGT) tiene la capacidad
para aglutinar preferentemente células malignas. Esto fue seguido por los informes de
Max M. Burger, Leo Sachs y Michael Inbar de que la concanavalina A exhibe una
capacidad similar. Poco después se encontrdé que la aglutinina de soya (SBA) también
posee esta propiedad. Tales investigaciones proporcionaron evidencia que cambios en

los azucares de la superficie celular estan asociados con el desarrollo del cancer, y
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condujo a la suposicion de que la mayor susceptibilidad a la aglutinacion por cierto tipo de

lectinas era una caracteristica compartida por todas las células malignas.

1.3 Usos y aplicaciones de las lectinas

En un sentido mas amplio, las lectinas poseen la capacidad de actuar como moléculas de
reconocimiento dentro de las células, en las superficies celulares, y en los fluidos
fisioldgicos. Por lo tanto, son herramientas muy utiles para la investigacion médica y
biotecnoldgica, asi como en la investigaciéon de los carbohidratos en las superficies
celulares, en particular de los cambios que éstos sufren en la malignidad. Las lectinas
también han resultado ser herramientas muy efectivas para el aislamiento y

caracterizacion de glicoproteinas, entre otras muchas aplicaciones. (Tabla 1)

Tabla 1. Principales Aplicaciones de Lectinas

eldentificacion y Separacién celular

e Deteccidn, aislamiento y estudios estructurales de
glicoproteinas.

e Mapeo de vias neuronales.

e Estimulacion mitogénica de linfocitos.

e Estudios de la biosintesis de glicoproteinas.

e Seleccion de mutantes resistentes a lectinas.

e Purga de la médula ésea para trasplantes.

e Investigacion de los carbohidratos en las células y

organulos subcelulares, histoquimica y citoquimica.

En afios recientes, numerosas lectinas han sido aisladas a partir de plantas, asi como a
partir de microorganismos y animales, y durante las ultimas dos décadas las estructuras
de cientos de ellas han sido establecidas. Se ha demostrado que las lectinas funcionan
como moléculas de reconocimiento en interacciones célula-molécula y célula-célula en

una amplia variedad de sistemas bioldgicos.
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1.4 Aglutinina del germen de trigo

La AGT es una lectina abundante en el embrion de las semillas de Triticum
vulgaris. Presenta 3 isoformas (AGT1, AGT2 y AGT3), con una identidad entre ellas del
95-97%. Las diferencias en secuencia se encuentran en las posiciones 9, 53, 56, 59, 66,
93, 109, 119, 123 y 171 (Wright et al., 1984, 1986). La AGT pertenece a la familia
altamente conservada de lectinas unidoras de quitina, siendo también una de las lectinas
mas ampliamente estudiadas y mejor caracterizadas. Debido a su especificidad por N-
acetilglucosamina (GIcNAc), monémero de la quitina, la AGT juega un papel importante
en la defensa innata del cereal, ya que es capaz de aglutinar e inactivar bacterias y
hongos microscopicos patogénicos. Se ha observado también que la AGT resulta toxica a

organismos depredadores como hongos y artrépodos.

Esta proteina forma un homodimero de 34 kDa, aunque se ha visto que la especia
monomerica es la mas estable a valores de pH acidos (Nagata y Burger, 1974; Chavelas
et al., 2004). Cada subunidad esta compuesta de cuatro dominios homaologos tipo heveina
(de 42 a 43 aminoacidos cada uno), etiquetados con las letras A, B, C y D. Cada dominio
esta formado por dos hebras B y una pequefa hélice a izquierda, y presenta 4 puentes
disulfuro, Por tanto, cada mondémero posee un total de 16 puentes disulfuro, lo que
contribuye a la elevada resistencia a la desnaturalizacién de esta proteina, ya sea por

agentes caotrdpicos, pH o temperaturas extremas (Rodriguez-Romero et al., 1989).

Se han resuelto las estructuras tridimensionales de las tres isoformas de AGT mediante
cristalografia de rayos X, existiendo 13 estructuras depositadas en el Protein Data Bank, 8
de las cuales pertenecen a las isoforma 1 (AGT1). En el cristal, siempre se le ha
encontrado como un homodimero (Figura 1), tanto en presencia como en ausencia de
ligando (Wright 1974, 1977, 1980, 1984, 1987, 1990, 1993).
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Figura 1. Estructura cristalografica de la AGT1 (PDB ID: 2UWG) Se observa el arreglo cabeza-cola de las
dos subunidades. Las letras indican el dominio, mientras que los nimeros indican la subunidad a la que
corresponden.

La AGT es unica en comparacion con otras lectinas en cuanto al numero y arquitectura de
sitios de reconocimiento de carbohidratos (Raikhel y Wilkins, 1984; Wright, 1987, 1992).
Esta lectina posee ocho sitios de union dispuestos en la interface dimérica (Figura 2). Seis
de estos sitios estan formados por el contacto intercatenario de dos diferentes dominios
tipo heveina. En un dominio se encuentra una region principal conservada, compuesta por
tres residuos aromaticos y una serina; uno de los residuos aromaticos se encarga de
interactuar con el carbohidrato por apilamiento (Nagahora et al., 1995). El domino
adyacente de la subunidad opuesta aporta residuos polares que permiten la formacién de
puentes de hidrégeno con el ligando, siendo esta una region secundaria no conservada.
Los dos sitios de union restantes se encuentran formados Unicamente por residuos de los
dominios principales A1 y A2. Esto se debe a que el dominio adyacente D carece de los
residuos polares secundarios. Por tanto, podemos enlistar a los sitios de uniéon a
carbohidratos como: A1, B1/C2, C1/B2, D1/A2, A2, B2/C1, C2/B1 y D2/A1. Una
consecuencia presumible de la carencia de residuos polares en los dominios D, es que
los sitios A1 y A2 posean una afinidad por el ligando menor a la de los otros sitios. Razén
por la cual se han denominado tradicionalmente a los sitios B1/C2, C1/B2, B2/C1, C2/B1,
D1/A2 y D2/A1 como sitios de unién “primarios”, y a los sitios A1, A2 como sitios de union
“secundarios”(Schwefel et al., 2010). Recientemente se obtuvo un cristal que muestra la
ocupacién simultanea de los ocho sitios, demostrando por primera vez que todos los sitios

de union del dimero de la AGT1 son funcionales (Schwefel et al., 2010).
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Figura 2. Representacion esquematica de la AGT donde se resalta la ubicacion de los 8 sitios de union a
carbohidrato. Los sitios primarios B1/C2, C2/B1, C1/B2, 2/C1, D1/A2 y D2/A1 estan formados por residuos
provenientes de dos dominios, mientras que los sitios secundarios A1 y A2 estan formados Unicamente por
residuos de un solo dominio.

1.5 Algunas aplicaciones de la aglutinina del germen de trigo

La aglutinina de germen de trigo, por ser unidora de GIcNAc, es de gran utilidad para
estudiar células que poseen este carbohidrato en su superficie celular. La AGT ha
resultado ser una eficiente transportadora de farmacos. Se ha estudiado su capacidad
acarreadora por varias rutas en mamiferos, pues tiene la capacidad de atravesar mucosa
nasal, pulmones, ojos y la barrera hematoencefalica (Mistry et al., 2009; Gao et al., 2007,
Bies et al., 2004; Schaeffer et al., 1982). También es considerada buena portadora via
oral por sus propiedades de mucoadhesidn, citoadhesidn, citoinvasion y trancitosis con
enterocitos (Wood et al., 2008; Gabor et al., 2004).

La AGT es capaz de inducir apoptosis de células cancerigenas, desencadenando en la
célula mecanismos de pérdida de potencial transmembranal, disrupcién de la membrana
interna mitocondrial y pérdida de citocromo C, asi como activacion de la caspasa 9. Este
es un patron unico descubierto para una lectina, donde la AGT provoca apoptosis via
mitocondrial, aunque el mecanismo molecular de este efecto sigue siendo desconocido
(Gastman et al., 2005).

Los estudios de la AGT han avanzado hasta un punto donde se esta encontrando su
efectividad contra enfermedades como el asma, diabetes, celiasis, herpes, Parkinson,
Alzheimer, etc. (Liu et al., 2011; Wood et al., 2006; Surti et al., 2008; Isegawa et al., 2008;
Sollid et al., 1986).
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1.6 Plegamiento y homodimerizacion de la aglutinina de germen de trigo

Debido a la falta de conocimiento sobre el mecanismo de ensamblaje y estabilidad
estructural de la AGT, nuestro grupo de investigacion se dio a la tarea de caracterizar la
energética del desplegamiento y la disociacién de la AGT1 como funcién del pH y

temperatura por técnicas calorimétricas de alta precision (Portillo-Téllez et al., 2011).

Como se muestra en la Figura 3A, los resultados de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) a pH 2 muestran un solo pico independiente de la concentracion de proteina,
indicando que la AGT se encuentra predominantemente en estado monomérico. Bajo
tales condiciones, la aglutinina exhibe una total reversibilidad térmica. La forma del pico
es consistente con tres transiciones independientes de dos estados (Figura 3D), lo que
indica que el plegamiento de la subunidad libre es un proceso de multiples pasos, un

comportamiento que se correlaciona con su composicion multidominio.

A valores mayores de pH, las trazas de DSC muestran la aparicion de un pico adicional a
bajas temperaturas, que aumenta progresivamente de tamafo y temperatura conforme el
pH es incrementado (Figura 3A). Este segundo pico depende de la concentracién de
proteina (Figura 3C), por lo que se concluye que corresponde a la disociacion del dimero,
el cual se vuelve mas estable al disminuir la acidez del medio. Experimentos de
calorimetria de dilucién isotérmica revelaron una constante de dimerizacion para la AGT
de aproximadamente 50,000 M a valores de pH > 5. Es decir, el estudio reveld por
primera vez que la AGT forma dimeros débiles, en contraposicion con la mayoria de
lectinas oligoméricas estudiadas, que muestran constantes de auto-asociacion de entre
10" y 10*® M. Dependiendo del pH y la temperatura, la dimerizacion puede proceder
acoplada o no a importantes cambios conformacionales de las subunidades libres, es
decir, puede proceder como una asociacion tipo cuerpo rigido (las subunidades libres
tienen los cuatro dominios propiamente plegados) o similar a un evento de plegamiento
inducido por union (el desplegamiento de alguno de los dominios de la AGT, inducido por
pH o temperatura, se opone eficazmente a la formacién del dimero, pero los contactos
intermoleculares son capaces de compensar el costo energético del replegamiento del
dominio). Este comportamiento hibrido no se ve en otras lectinas vegetales, las cuales
forman oligdbmeros fuertes obligados, indicando una base molecular diferente para la
funcién de AGT.
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El comportamiento distintivo de la AGT podria implicar que la homodimerizacién no es tan
crucial para su funcién, como lo es para otras lectinas de planta. De hecho, se ha
demostrado que el dominio B aislado de la AGT es capaz de reconocer al ligando
sacaridico (Espinosa et al., 2000), por lo que es de presumir que el mondmero libre,
debido a su composicién tetradominio, sea capaz de realizar unién multivalente, requisito

béasico para ejercer actividad aglutinante.
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Figura 3. Perfiles calorimétricos de la perturbacion térmica de AGT por DSC. A) en funcién del pH, B) y C)
en funcion de la concentracion de proteina a pH 2 y 3, respectivamente. D) Analisis de desconvolucion de la
traza calorimétrica a pH 2.



Como mencionamos, la AGT es monomérica a pH 2. El hecho de haberse observado tan
solo tres transiciones en las trazas calorimétricas puede explicarse bajo diferentes
escenarios. Uno de ellos es que uno de los dominios es extremadamente estable,
ocurriendo su desplegamiento a temperaturas mayores de 110 °C, por lo que no fue
posible su medicion con el equipo de DSC. No obstante, desplegamientos térmicos
realizados en concentraciones variables de cloruro de guanidinio disminuyeron
drasticamente las temperaturas y entalpias de desplegamiento de las tres transiciones,
sin observarse evidencia alguna de una cuarta transicién. Otra posibilidad es que a pH 2
uno de los cuatro dominios esta desplegado a temperatura ambiente, razén por la cual no
se observa su transicion. Resultados de fluorescencia en funcion del pH, y usando bajas
concentraciones para favorecer el estado monomeérico de la proteina, indicaron la pérdida
de intensidad en el maximo al aumentar la acidez del medio, lo cual pudiera ser indicativo
del desplegamiento de uno de los dominios (Figura 4). Se puede anticipar que el dominio
B se mantiene plegado a pH 2, ya que este dominio, a diferencia de los otros tres, es el
unico que no cuenta con Trp, por lo que no contribuye a los cambios observados en la
intensidad de fluorescencia. Ademas, calculos basados en la secuencia de aminoacidos
mediante al programa Protein Calculator (Bjellqvist et al., 1993) revelan que de pH 7 a pH
2, el dominio B tiene menos cambio en su carga eléctrica neta (+1.2) en comparacién con
los otros dominios (C de +2.2, A de +3.2 y D de +4.2). Asi, la estabilidad del dominio B
esta presumiblemente menos comprometida que la de los otros 3 dominios al disminuir el
pH.

Fluorescence (A.U.)
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Figura 4. Espectro de Fluorescencia de AGT a diferentes valores de pH (Aexc = 290 nm). Se registraron los
espectros utilizando una baja concentracién de proteina (3 uM), por lo que so6lo una pequefa fracciéon de
proteina (<6%) se encuentra en forma dimérica a pH 4-5.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace tiempo, es sabido que la AGT es altamente resistente a la desnaturalizacion
acida. Los estudios practicados en nuestro grupo de trabajo han mostrado algunas de las
bases moleculares de esta estabilidad. En soluciones cercanas a la neutralidad o
moderadamente acidas (pH > 3) y temperaturas no muy elevadas (T < 37 °C), la
aglutinina se encuentra en conformacion nativa, en un equilibrio donde coexisten las
subunidades libres y auto-asociadas. Al disminuir el pH, la estabilidad del dimero se ve
fuertemente comprometida, debido al desplegamiento de uno de los cuatro dominios tipo
heveina. Tanto el desplegamiento parcial del monémero como la disociacién del dimero
son completamente revertidos con el incremento de pH. Este comportamiento confiere a
la AGT una propiedad altamente deseable para transportar medicamentos via oral, ya que
es capaz de atravesar el tracto digestivo resistiendo la acidez estomacal, y llegar a una

zona optima en el duodeno para volver a su conformacién dimérica (Gabor et al., 2004).

El presente proyecto tiene como objetivo elucidar con mayor detalle la via de ensamblaje
y la estabilidad de la AGT. Para ello, se propuso expresar de manera recombinante los
cuatro dominios de la AGT, con el fin de caracterizar la energética de desplegamiento de
cada uno de ellos por separado. Con esta informacion, se buscd establecer la
correspondencia entre los dominios estructurales y cada una de las transiciones
observadas en las trazas calorimétricas de la proteina silvestre. Ademas, se logré un
primer acercamiento para evaluar la posible existencia de efectos cooperativos

interdominio en la estabilidad global de la aglutinina.
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3. HIPOTESIS

A partir del estudio del desplegamiento de los dominios aislados de la AGT, sera posible
determinar la correspondencia dominio-transicion de la via de plegamiento de esta lectina,

asi como evaluar la ocurrencia de efectos cooperativos de estabilidad interdominio.
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4. OBJETIVO GENERAL

Elucidar el mecanismo del ensamblaje y estabilidad estructural de la AGT.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Clonar los cuatro dominios de la aglutinina de germen de trigo isoforma 1.

2.- Sobre-expresar los dominios en Escherichia coli.

3.- Purificar a homogeneidad los productos recombinantes.

4 .- Corroborar mediante dicroismo circular el contenido de estructura secundaria de los

cuatro dominios recombinantes.

5.- Caracterizar termodinamicamente el desplegamiento térmico de los dominios mediante

calorimetria diferencial de barrido.

23



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

5.1 Clonacién del gen de AGT

La secuencia del gen que codifica para la aglutinina del germen de trigo isoforma 1, se
tomé del GenBank con numero de acceso M25536.1. Esta secuencia se mandd a
sintetizar a la compania EPOCH-Life Sciences. La secuencia del gen sintético fue
verificada antes de ser clonado en el plasmido de clonacion GS 45510 pBSK AGT1 (ver
Anexo 10.1).

5.2 Diseno de oligonucleétidos cebadores

El disefio de los primers para obtener los insertos correspondientes de cada dominio se
llevé a cabo de acuerdo a la secuencia de nucledtidos correspondiente a cada dominio
(ver anexo 10.1). La amplificacién del gen correspondiente a cada dominio se hizo
mediante PCR, usando 1 uL. de cDNA vy los cebadores especificos para cada dominio
(Tabla 2). La reaccién se llevo a cabo en 20 uL de la mezcla Master Mix con 30 ciclos de
amplificacién (95°C/30segundos, 60°C/30 segundos y 72°C/15 segundos) en un
termociclador TC-512 TECHNE.

Tabla 2. Secuencia de primers utilizados para clonar cada construccion recombinante.

Dominio Foward Reverse

A ATCCATGGACGACGACGACAAGGCGGCC [ATAAGCTTTCAGGTCCAGCACGCGCCTT
GCCGCGCAAAGGTGCGGCGAGCAGGGCA

GCAACATGGAGTGC

ATCCATGGCTAGCAAGCGGTGTGGCAGC ATAAGCTTTCAGGCGCGGCAGGGGCCGCC
Cc ATCCATGGACATCAAGTGCGGCAGC TAAAGCTTTCAGGTGCTGCAAGCGCCGGA

ATCCATGGACAAGCCGTGTGGCAAG ATAAGCTTTCAACCATCGCAGACGCCGCT

5.3 Clonacioén de los insertos amplificados en el Vector de expresiéon pET 32 a.

El gen amplificado por PCR se purificé utilizando el kit QIAquick PCR purification (Qiagen)

siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente, el inserto correspondiente a
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cada dominio de AGT y el vector pET32a (EMD Biosciences) se cortaron con las enzimas
de restriccién Ncol y Hindlll. En un siguiente paso, el inserto cortado y purificado se ligé al

vector utilizando la enzima ligasa de T4.

El producto de la reaccion de ligacion se utilizdé para transformar células competentes
DH5a. Los plasmidos purificados de las clonas obtenidas se analizaron por reacciones de
restriccion. La construccién para cada dominio de AGT se digirié con la enzima Xmnl y se
enviaron a secuenciar a la compafia Laragen. Los dominios clonados se produjeron
como proteina de fusidén con tiorredoxina, la cual ayuda a plegar a las proteinas que van
unidas a ella. Las respectivas construcciones esperadas para cada dominio y
construcciones recombinantes de AGT en el plasmido de expresion pET32a se muestran

en la Figura 5.

Proteina de fusionCola de Histidina ~ Trombina Enteroquinasa AGT1.X
Tiorredoxina

Fig. 5. Esquema de las construcciones para la expresion de dominios recombinantes de AGT1 (X= dominios
A, B, C, D).

5.4 Expresiéon de dominios

Se inoculd una colonia aislada de la cepa de expresion Rosetta-gami(DE3)pLysS,
transformada con el plasmido pET32a-AGT1.X, a 37°C toda la noche en medio Luria
Broth (LB) con ampicilina (100 mg/ml), kanamicina (25 mg/ml), tetraciclina (15 mg/ml) y
cloranfenicol (34 mg/ml). Este cultivo se diluyd 1:100 en medio fresco LB (1L) con
ampicilina, kanamicina, tetraciclina y cloranfenicol y se dej6é en agitacion continua a 37°C
hasta alcanzar una densidad 6ptica (DO) a 600 nm de 0.6. Se indujo la expresion de la
proteina con IPTG 0.5 mM y se disminuyé la temperatura del cultivo a 30°C. Con el fin de
establecer el tiempo 6ptimo de expresion de la proteina recombinante, se tomaron
alicuotas del cultivo a diferentes tiempos. El paquete celular se obtuvo por centrifugacion
(10 min a 6,000 rpm, 4°C) y se lisd por sonicaciéon (Misonix 3000) con amortiguador de
lisis (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF). La fraccién soluble se separd
de la insoluble por centrifugacion (35 min a 17,000 rpm, 4°C). La presencia de la proteina
recombinante se siguid mediante geles de SDS-PAGE tanto en la fraccion soluble como

en la insoluble, encontrandose en la primera.
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5.5 Purificacion de dominios

El extracto celular soluble se filtré a través de una membrana de 0.22 um de tamano de
poro (Millipore) y se hizo pasar a través de una columna de afinidad HisTrap FF (GE
Healthcare), a un flujo de 1 ml/min, previamente equilibrada con el amortiguador de unién
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 30 mM imidazol). La columna se lavé con 4
volumenes del amortiguador de unién y se eluyé con dos volumenes del amortiguador de
elucion (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 300 mM imidazol).

5.6 Corte enzimatico con enteroquinasa

Las proteinas de fusion purificadas por columna de afinidad HisTrap FF se dializaron para
eliminar el imidazol y el NaCl contra amortiguador (50mM Tris-HCI pH 8.0). A la proteina
dializada se le agregé CaCl, a una concentracién final de 1 mM, 0.1 % de Tween-20 y
enteroquinasa EKMax (Invitrogen) en una proporcién de 0.001 U de enteroquinasa por
cada 20 mg de proteina de fusion, y se incub6 a 37°C durante 16 h. Al término de la
incubacién, se filtré a través de una membrana de 0.22 ym y se realizd otra purificacion
por columna de afinidad HisTrap FF para que en este paso se retenga la Trx en la

columna y los dominios de AGT fueran obtenidos en la fraccion no retenida.

5.7 Purificacién de dominios por FPLC en fase reversa.

La fraccidon no retenida de la segunda columna HisTrap FF se filtré6 a través de una
membrana de 0.22 ym de poro (Millipore), y se inyectd en una columna analitica de fase
reversa C18 (Zorbax 300A Agilent) en un equipo FPLC (GE, Healthcare). La separacion
se hizo con un gradiente de 0 a 100% de agua/acetonitrilo a un flujo de 1 ml/min, durante
60 min a temperatura ambiente. La deteccién se realizé a 280 nm. Se concentré la
fraccion colectada utilizando un concentrador centrifugo a vacio (speed vac) con la

finalidad de disminuir la concentracion de acetonitrilo.
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5.8 Espectrometria de masas

Se obtuvo el espectro masas de los dominios de AGT1.X puros, utilizando la técnica de
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time Of Flight). Esta técnica se
basa en pulsos cortos de laser en alto vacio aplicados sobre una muestra mezclada con
una matriz que evita la destruccion de la muestra y facilita su vaporizacion y ionizacion.
Cuando la proteina con la matriz adecuada es irradiada con el laser, la energia es
convertida en energia de excitacion y en transferencia de H* a la muestra (ionizacién)
formando especies cargadas positivamente. El analizador de tiempo de vuelo (TOF) se
basa en la medicion del periodo de tiempo desde la aceleracién de los iones en la fuente

hasta su impacto en el detector (Vorm et al., 1994).
5.9 Determinacion de la concentracion de dominios por espectrofotometria

Para los estudios de caracterizacion, dicroismo circular y calorimetria diferencial de
barrido, la concentracién de proteina fue determinada de la absorbencia a 280 nm, en un

espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu).

El coeficiente de extincion molar para cada dominio se calculé con base en la secuencia
de aminoacidos mediante el servidor http://web.expasy.org/protparam/, obteniéndose los
siguientes coeficientes de extincién molar: dominio A: 10470 L*mol'1*cm'1; dominio B:

4970 L*mol™cm™; dominio C: 6000 L*mol™*cm™ y dominio D: 8980 L*mol™*cm™.
5.10 Dicroismo circular

Esta técnica se basa en la absorcién diferencial de luz circularmente polarizada (izquierda
y derecha). Este fendmeno lo presentan las moléculas quirales como las proteinas. En
este estudio, esta técnica se utilizé para evaluar el contenido de estructura secundaria en
la region del UV lejano (Kelly et al 2005). Cada dominio se llevé a dos condiciones: una
en amortiguador de 10 mM de Glicina-HCI a pH 2 y la segunda en amortiguador de 10
mM de citratos a pH 6. La medicién se realizdé en un espectropolarimetro JASCO J-720,
en el intervalo del UV lejano de 195 a 250 nm, a intervalos de 1 nm y con un tiempo de

integracion de 16 s a 25°C, en una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso O6ptico. Los
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espectros se expresaron en elipticidad por residuo, 6w, €n unidades de grado.cmz.dmol'1
(ecuacion 1):
OMolar = Bobs * MRW. 1)
[P1*10*d

Donde MRW es la masa molar promedio por residuo, [P] es la concentracion de proteina
en mg/ml, y d el recorrido Optico de la celda. Para cada dominio fue calculada la MRW de
acuerdo con la ecuacién 2, obteniéndose para los dominios A, B, C y D masas promedio

de 105.8 g/mol, 101.1 g/mol, 100.9 g/mol y 99.9 g/mol, respectivamente.

MRW = P M proteina @@ srrrsssisaaaaaaaas (2)

# reSIdUOS proteina - 1

Para los dominios recombinantes que en un determinado pH mostraron el espectro tipico
esperado para una proteina con patrén de plegamiento tipo heveina, se efectué un
barrido por temperatura de 20 a 90 °C, tomandose nuevamente un espectro tanto a 90 °C

como de regreso a 20 °C para evaluar la reversibilidad de cada dominio recombinante.

5.11 Calorimetria diferencial de barrido

Es una técnica que permite realizar una caracterizacién completa del proceso de
desplegamiento inducido por la temperatura de proteinas y otras macromoléculas
biolégicas (Freire, 1995; Sanchez-Ruiz, 1995; Privalov, 1995). Un perfil tipico de DSC
para una solucién de proteina se muestra en la Figura 6. Por lo general, el perfil muestra
un pico “de transicidon”, que se atribuye a la absorcién de calor asociado con la
desnaturalizacion de la proteina, mientras que los valores de la pre-transicion y de post-
transicion en la sefal de salida reflejan las capacidades calorificas parciales de los

estados nativo y desplegado de la proteina, respectivamente.

28



40 60 80 100
T(°C)
Figura 6. Curva de capacidad calorifica (trazo continuo) en funcién de temperatura para la desnaturalizacion
térmica de una proteina hipotética. CpN representa la capacidad calorifica del estado nativo y CpD la del
estado desplegado. En trazos horizontales discontinuos se representan las extrapolaciones de las
capacidades calorificas de estos estados. El area encerrada entre las dos curvas equivale a la entalpia de
desnaturalizacion, AH. T, es la temperatura donde ocurre la mitad de la transicion y ACp es la diferencia de

capacidad calorifica entre el estado nativo y el desplegado.

Las mediciones del desplegamiento térmico de los dominios recombinantes de AGT se
llevaron a cabo en un equipo MicroCal VP-Capillary DSC System. Las muestras proteicas
se prepararon en amortiguador de 10 mM Glicina-HCI a pH 2.0, se dializ6 la proteina con
este amortiguador toda una noche y posteriormente se filtraron por membrana de 0.22 ym
de tamano de poro (Millipore). Los termogramas se obtuvieron a una velocidad de barrido

de 1°C/min en un intervalo de temperatura de 10 a 110 °C.

Para el analisis de datos se utilizd el programa MicroCal DSC Origin 7; para cada
termograma obtenido se le restd la linea base correspondiente (amortiguador vs
amortiguador) y se normalizaron los datos por concentracion. Las curvas calorimétricas se
ajustaron mediante un modelo de transiciones independientes. La entalpia de van't Hoff

se calculd de los endotermas calorimétricas de acuerdo a la ecuacion:

AHuh= 4RT 42 Cexcrs
AHcal

®3)
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Donde R es la constante universal de los gases, Ty, es la temperatura a la que ocurre la
mitad del area bajo la endoterma, Ceyc, €S €l exceso de la capacidad calorifica a dicha

temperatura y AHc, es la entalpia calorimétrica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Amplificacion por PCR de los genes de los dominios de AGT

Las amplificaciones realizadas bajo las condiciones descritas en la metodologia, rindieron
productos para cada domino que corrieron intermedios entre las bandas correspondientes
a 100 y 200 pb del marcador de peso molecular (Figura 7). Este corrimiento corresponde
al tamano esperado para cada dominio (129 pb para los dominio B, Cy D y 138 pb de

bases para el dominio A).

- I < 200pb
- - < 1oogb

Figura 7. Amplificacion de los dominios del gen de AGT, por reaccion de PCR, utilizando como molde cDNA.
Los productos de PCR se verificaron en un gel de agarosa al 1%. En los carriles 1 al 4 se muestran los
productos para los genes de los dominios A al D, respectivamente. El carril M corresponde a los marcadores

de peso molecular.
6.2 Ligacién de los insertos en el vector de expresién pET32a

Después de realizarse la ligacion de los genes en el plasmido pET32a, se realizd un
analisis de restriccion con la enzima Xmnl para verificar la correcta insercién de los
mismos. Si el plasmido pET32a tiene el inserto correspondiente a cada dominio al
digerirse con la enzima Xmnl se obtiene varios fragmentos del plasmido, en la Figura 8 se
muestra las clonas que tienen al gen ligado digeridas con Xmnl. Para el dominio A se
observan tres bandas: una de 2792 pb, otra de 1934 bp y otra de 1296 pb, que
corresponden con las esperadas. Para los dominios B, C y D se observan las mismas dos
bandas de peso mayor observadas con el dominio A, mas una tercera banda de 1272 pb,

que contiene los genes de interés; para el plasmido pET32a sin insertos se observan tres
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bandas a 2792 pb, 1934 pb y 1174 pb. Las clonas positivas obtenidas para cada dominio
fueron seleccionadas y se enviaron a secuenciar. Las secuencias determinadas
experimentalmente por Laragen Inc. concordaron 100% con las secuencias tedricas

esperadas para cada dominio.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 111213 14 15

2000 pb

1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 8. Andlisis por restriccion de las clonas obtenidas y digeridas con Xmnl, en gel de agarosa al 1%.
Carriles 1-3: clonas 1-3 del dominio A, carriles 4 y 5: clonas 1 y 2 del dominio B, carril 6: control pET32a,
carril 7: marcador de peso molecular, carriles 8-10: clonas 1-3 del dominio C, carril 11: vacio, carriles 12-14:

clona 1-3 del dominio D y carril 15: marcador de peso molecular.

6.3 Expresion de los dominios

La expresion de los dominios se hizo en la cepa Rosseta Gamii (DE3) pLysS. Esta cepa
contiene el liségeno DE3 y el plasmido pLysS que, de manera constitutiva, expresa
niveles bajos de lisozima, la cual inhibe la expresion basal de la polimerasa T7, mientras
no haya agente inductor (Guan et al., 1988), y aumenta la expresion de proteinas con
codones raros usados en E. coli, con mutantes trxB/gor, que son enzimas clave en las dos
vias principales reductivas (Dubendorff, 1991). Estas caracteristicas representan una
ventaja significativa para el correcto plegado de proteinas que contienen puentes

disulfuro.
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Se observé la produccién maxima de los dominios en la fraccion soluble alrededor de las
16 horas después de la induccién con IPTG (Figura 9A). El corrimiento electroforético de
las proteinas de fusion en geles SDS-PAGE (Figura 9B) resultdé intermedio entre las
bandas de 21 a 25 kDa de marcadores de peso molecular, en concordancia con los pesos
esperados a partir de las secuencias respectivas (Trx-AGT1.A de 22610.3 Da, Trx-AGT1.B
de 21536.2 Da, Trx-AGT1.C de 21487.2 Da y Trx-AGT1.D de 21453.1 Da).
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Fig. 9. Expresién de proteinas de fusion obtenidas en la fraccion soluble, seguidas por gel SDS-PAGE al
12%. A) Cinética de expresion de la proteina de fusién Trx-AGT1.B. B) Induccion de proteinas
recombinantes por IPTG. M es marcador de peso molecular. -/+ indica ausencia/presencia de IPTG en

células transformadas con los respectivos dominios.

6.4 Purificacion de dominios

Los extractos solubles obtenidos para las cuatro construcciones Trx-AGT.X se purificaron
mediante una columna de afinidad HisTrap FF (GE, Healthcare) previamente equilibrada
con amortiguador de unién. La elucion se realizé con amortiguador de elucién en el cual la

concentracion de imidazol se incrementd a 300 mM.

La purificacién de las cuatro construcciones recombinantes se verificé por SDS-PAGE al
12% (Figura 10).

IPTG
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Figura 10. Resultados de la purificacion de las proteinas de fusién por columna de afinidad HisTrap FF,
seguidos en gel SDS-PAGE 12%. A) Trx-AGT.A, B) Trx-AGT.B, C) Trx-AGT.C y D) Trx-AGT.D. M=marcador
de peso molecular, I=lisado celular, FT (no retenido), W=Ilavado, E=eluciones con imidazol.

El rendimiento se estimé en aproximadamente 10 mg de proteina de fusién por litro de
cultivo por cada dominio de AGT. La concentracion de proteina se determiné al medir la
absorbencia de la elucién a una longitud de onda a 280 nm. Obtenidas las cuatro
construcciones, se dializaron en membrana de dialisis 6,000 — 8,000 MW (Spectrapor)
contra amortiguador de dialisis (50 mM Tris-HCI pH 8.0) y se procedié a cortar
enzimaticamente con enteroquinasa. Se realizé una cinética de corte para optimizar los
tiempos de protedlisis (Figura 11). Se observo un corte eficiente con una concentraciéon de
enzima de 0.001 U (una unidad de enteroquinasa corresponde a 190 unidades de

activacion de tripsinégeno a 37°C/16 h).

La proteina se sometié nuevamente a una purificacién de afinidad HisTrap FF para retirar
a la proteina de fusion que no se digirid, asi como los fragmentos de tiorredoxina que se
obtuvieron después de la digestién enzimatica. Finalmente, la fraccion no retenida a la

columna por afinidad se purificé por RPC-FPLC. Los cuatro dominios eluyeron a una
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concentracion entre el 27 y 28 % de acetonitrilo. Los perfiles de elucion para cada dominio

se muestran en el anexo 10.3.

P.F. 0001 001 0.1 1 U (EK)

—

25000 >
17000 —>

11000
<— 4500

Figura 11. Corte enzimatico con enteroquinasa, para la construccion Trx-AGT.A, seguida en gel SDS PAGE
al 15%. El resultado es representativo de las cuatro construcciones. M=marcador de peso molecular, P.F.
proteina de fusion. Los carriles subsiguientes muestran la cantidad progresiva de enterocinasa (EK)

ocupada en cada caso.

Las fracciones enriquecidas con dominios se colectaron y concentraron. La masa
molecular se determind por espectrometria de masas MALDI-TOF. El espectro
correspondiente a cada dominio se muestra en el anexo 10.4. En la Tabla 3, se comparan
los pesos esperados y los obtenidos mediante espectrometria de masas para cada uno

de los dominios, observandose una excelente correspondencia entre ellos.

Tabla 3. Comparacion del peso molecular tedrico y experimental (por MALDI-TOF) de los cuatro dominios
de la AGT.

Dominio/ Peso Teobrico MALDI-TOF
A 4754.2 4753.9
B 4550.0 4550.9
C 4430.0 4431.5
D 4395.9 4391.13
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6.5 Contenido de Estructura Secundaria

Con el fin de verificar el contenido de estructura secundaria, se obtuvieron los espectros
de dicroismo circular de los dominios purificados de la AGT en la region del UV-lejano
(195-250 nm). En la Figura 12 se muestran los espectros a un pH 2 y temperatura de 25
°C. Bajo estas condiciones de acidez, los espectros de los dominios A, B y C muestran un
maximo positivo a una longitud de onda de aproximadamente 225 nm y un minimo
negativo a una longitud de onda entre 200 a 205 nm. Este patrén es tipico de proteinas
plegadas constituidas por dominios tipo heveina (Rodriguez-Romero et al., 1989). En
cambio, con el dominio D se observa un espectro caracteristico de proteina desplegada,
evidenciandose que no se encuentra estructurado a este valor de pH. Estos resultados
dan soporte experimental directo a la propuesta de que tres de los cuatro dominios de la
AGT silvestre se encuentran plegados a pH de 2. Ademas, revelan que el dominio que se

encuentra desplegado corresponde al dominio D.

Figura 12. Espectros de DC de los dominios recombinantes de AGT a pH 2, en 10 mM Glicina-HCI. Las
concentraciones para los dominios A, B, C y D fueron de 0.04 mM, 0.03 mM, 0.07 mM y 0.07 mM,

respectivamente.
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En la Figura 12 también se muestran los espectros obtenidos a 90 °C para los dominios
A, B y C, asi como los espectros tomados nuevamente a 25 °C, después de haberlos
sometido a un ciclo de calentamiento-enfriamiento. A juzgar por la total recuperacién de la
senal nativa, los tres dominios muestran una completa reversibilidad en su
desplegamiento térmico en condiciones de alta acidez, lo cual concuerda con lo

observado para la AGT completa (Portillo-Téllez et al., 2011).

La Figura 13 muestra los espectros de DC de los dominios A y D a pH 6. Como puede
observarse, en estas condiciones el dominio D muestra una forma mas cercana a la tipica
de un dominio plegado. Nuevamente, este resultado concuerda con los datos para la AGT
completa, que evidenciaban que a pH cercano a la neutralidad los cuatro dominios estan

plegados.

Figura 13. Espectros de DC de los dominios recombinantes A y D de AGT a pH 6 en 10 mM citratos. Las

concentraciones para los dominios A y D fueron de 0.04 mM y 0.01 mM, respectivamente.

En el estudio realizado con la lectina completa, habiamos anticipado que el dominio B no
era el que se encontraba desplegado a pH 2, debido a que no tiene ningun Trp, por lo que
no podia ser responsable del apagamiento de fluorescencia observado (Figura 4). Aunado
a esto, el dominio B presenta el menor niumero de grupos ionizables acidos (ver Tabla 4),
por lo que es de esperarse que muestre la menor variacién de carga en zonas de pH
acido. De acuerdo al programa Protein Calculator, la variacion en la carga eléctrica neta
del dominio B entre pH 7 y 2 es de tan sélo +1.2, lo cual llevaria a suponer que seria el
dominio cuya estabilidad estructural se veria en menor grado comprometida en
condiciones de alta acidez. En cambio, el dominio D, al presentar la abundancia mas alta

de residuos tanto acidos como basicos, es el que presenta la mayor cantidad de cambio
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de carga eléctrica en el mismo intervalo de pH (+4.2), lo cual correlaciona con el hecho de

que de manera aislada es el dominio que se encuentra desplegado a pH muy &cido.

Tabla 4. Residuos ionizables presentes en cada dominio

Tipo residuo A B C D
Basicos R (2) R (45, 83) R (139)
K (33) K (42) K (87, 95) K (130, 134, 149)
Acidos D (29) D (85) D (129, 135, 170)
E (5,11) E (72) E (115)

6.6 Desplegamiento térmico de los dominios

En la Figura 14, se muestran los trazos de barrido de temperatura seguidos por DC para
los dominios A, B y C, los cuales mostraron un patron de conformacién plegada a pH de
2. Se observa que los dominios son muy estables y resistentes a altas temperaturas.
Dada la alta estabilidad térmica de los dominios, no fue posible observar el final de la
transicion de desplegamiento térmico. Por tanto, con estos trazos no fue posible realizar
un analisis de van't Hoff para determinar los parametros termodinamicos de
desplegamiento. No obstante, los perfiles observados revelan que existen diferencias
significativas en la estabilidad de los dominios, siendo el dominio A el menos estable de

los tres, mientras que los dominios B y C muestran perfiles semejantes.

Figura 14. Curvas de perturbacioén térmica de los dominios de AGT a pH 2, seguidas por DC a 225 nm.

38



Tradicionalmente, la calorimetria diferencial de barrido ha sido considerada una técnica
adecuada para elucidar el mecanismo de desplegamiento térmico de proteinas (Sanchéz-
Ruiz, 1995; Privalov, 1979). Esto se debe a que con la calorimetria diferencial de barrido
es posible medir de forma directa el incremento de entalpia del proceso de
desnaturalizacién. El valor de la entalpia de desnaturalizacion se refleja no solo en el area
bajo la curva de la endoterma de desplegamiento (Figura 6), sino también en la forma del
pico, segun se deduce de la ecuacion de van’'t Hoff (ecuacion 4), la cual establece la
variacion de la constante de equilibrio con respecto a la temperatura.

In(K) = AH? [1} | AS?

R T R o (4).

En la Figura 15 se muestran las endotermas para cada dominio determinadas por DSC.
Los dominios A, B y C muestran un pico correspondiente a una transicion de
desplegamiento. En cambio; el dominio D no exhibe ningun pico, es decir; a pH 2 el

dominio D esta desplegado.

Figura 15, Perfiles calorimétricos de la perturbacion térmica de dominios recombinantes de AGT a pH 2, a
una velocidad de calentamiento de 1 °C/min. La linea negra en cada recuadro corresponde a la curva

experimental, mientras que la linea roja corresponde al mejor ajuste con un modelo de 2 estados.

39



La Tabla 5 muestra en resumen los resultados de los parametros de transicién obtenidos
para los tres dominios aislados. Realizando un analisis de deconvolucion de cada
endoterma, se determinaron los valores de T, y AHy, para cada dominio. El area de la
endoterma proporciona la entalpia global del proceso, la asi llamada entalpia
calorimétrica (AHc4). De la forma de la curva, es posible calcular la entalpia de van't Hoff

(AHyn) de acuerdo con la ecuacion 3.

El criterio calorimétrico para establecer si una transicion es de dos estados, consiste en la
coincidencia entre los valores de AHcy y AHyy. Para un cierto numero de proteinas
globulares pequefias, Privalov y colaboradores encontraron que la relacién entre estas
entalpias es de 1.05 £ 0.03, lo que indica una baja proporcion de estados intermedios v,

por tanto, una buena concordancia con el modelo de dos estados.

La Tabla 5 muestra que para los tres dominios, la relacion AH,4/AHc, €s cercana a 1. Por
tanto, se evidencia la naturaleza de dos estados para cada uno de los dominios, lo cual
concuerda con las transiciones independientes de dos estados determinadas para el

desplegamiento de la AGT silvestre.

Tabla 5. Pardmetros de desplegamiento para las transiciones de la AGT nativa y de dominios aislados,

determinadas por DSC a pH 2

Tm AHm AHca AHyn/AHcq
(°C) (kcal/mol) (kcal/mol)
Transiciones
(AGT completa)
1 68 £ 0.7 31+2 - -
2 79+0.6 43+ 3 - -
3 91+04 42 + 1 - -
Dominios
A 759+0.3 31.8+0.2 32.4 0.98
B 87.2+0.1 355+0.2 35.9 0.99
C 91.4+0.2 444 + 0.4 46.1 0.96
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Los parametros obtenidos para los dominios aislados fueron comparados con las
transiciones observadas previamente con la AGT nativa (Figura 16). Como se observa en
la Tabla 5, existe una plena concordancia entre los valores de T, y AH, del dominio C
aislado y los de la transicién de mayor temperatura observada en la AGT silvestre, por lo
que asumimos la plena correspondencia dominio-transicion. En cambio, no existe plena
coincidencia entre las otras dos transiciones y los comportamientos exhibidos por los
dominios A y B, por lo que no es posible hasta este punto de la investigacion asignar las
correspondencias dominio-transicion. Los datos indican que los dos dominios poseen una

mayor estabilidad de manera aislada que formando parte de la subunidad tetradominio.

Cp (kcalmol” C")

Temperature (°C)

Figura 16. Perfiles calorimétricos de la perturbacion térmica de AGT por DSC a pH 2 (Tomado de Portill-
Téllez et al., 2011).

Un escenario probable que podria explicar el porqué de la mayor estabilidad de los
dominios aislados en relacién a cuando forman parte de la subunidad completa seria que
en condiciones muy acidas, los contactos interdominio se vuelven desfavorables por un
aumento en la repulsion electrostatica. Al protonarse los grupos acidos, los dominios van
ganando carga neta positiva. Este efecto repulsivo incrementado seria minimizado al

desplegarse el dominio, con el consecuente debilitamiento de la conformacién plegada.

Como se observa en la Figura 17, en efecto existen diversos residuos ionizables que
forman parte de las intercaras dominio-dominio. En el caso del dominio A, presenta el
residuos basicos lisina(33), mientras que el dominio B posee a los residuos basicos
lisina(42) y arginina(45). Estos residuos podrian estar ejerciendo una considerable

repulsion electrostatica entre ellos. Esto se reflejaria en una menor estabilidad del dominio
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A cuando se encuentra en la subunidad completa, por ser el residuo que primero se
despliega. En la intercara de los dominios B-C se observan los residuos arginina(83), del
dominio B, que se encuentra proximo a la lisina(87), del dominio C. Nuevamente, una
repulsién entre residuos basicos podria ser causante de desestabilizar preferentemente al
dominio con menor estabilidad térmica, en este caso al dominio B. Con respecto al
dominio C, este no presentaria un efecto importante de estabilidad disminuida al formar
parte de la lectina completa, ya que cuando se inicia su desplegamiento, los dominios A 'y
B ya estan desplegados. Por otro lado, a pH de 2 el dominio D también se encuentra
desplegado. Esta situacion permitiria explicar la excelente correspondencia del dominio C
con respecto a la transicién 3. Por otro lado, el hecho de que los dominios A y B
presenten una menor estabilidad cuando se encuentran en la lectina completa, nos indica

la ocurrencia de una cooperatividad interdominio negativa en las condiciones de estudio.

Figura 17. Representacion esquematica de los dominios A, B y C de AGT. El dominio D no se presenta para
simplificar la imagen. A) Vista anterior, arreglo A — C. B) Vista posterior, arreglo C — A. Residuos basicos:
Arginina (azul fuerte) y Lisina (azul claro). Residuos &cidos: Acido aspértico (rojo) y Acido glutamico

(naranja); dominio A (amarillo), dominio B (rosa) y dominio C (gris).

Existen otros escenarios moleculares que pudieran explicar los valores de los parametros
de desplegamiento mostrados en la Tabla 5. Por ejemplo, que la transicion 2 corresponda
al dominio A, dado la cercania de las T, (aunque los valores de AH, difieren
significativamente), y que la transicién 1 corresponda al dominio B, en cuyo caso la

diferencia de T, entre el dominio aislado y en su forma silvestre seria de 19°C. En este
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escenario, el dominio B seria el mas desfavorecido en términos de sentir la repulsién

electrostatica de los dominios adyacentes.

Para tener una imagen mas detalla de los efectos de cooperatividad interdominio, asi
como para lograr una elucidacién mas precisa de qué dominios son responsables de cada
transicién, se tiene planeado seguir con el estudio de los dominios aislados a diferentes
valores de pH, asi como de las diferentes construcciones bidominio y tridominio. De ser
correcta la existencia de fuertes efectos repulsivos causantes de cooperatividad negativa
interdominio, seria de esperarse que a cierto valor de pH menos &acido los efectos

repulsivos se minimicen, por lo que la cooperatividad negativa deberia desaparecer.
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7. CONCLUSIONES

El vector pET 32a y la cepa E. coli Rosseta Gamii (DE3) pLysS resultaron apropiados
para la sobre-expresiéon de los cuatro dominios de AGT. Las proteinas de fusion fueron
encontradas en la fraccion soluble, con un rendimiento de aproximadamente 10 mg por

litro de cultivo.

Se logré purificar a los cuatro dominios de AGT mediante técnicas cromatograficas y
liberarlos de la proteina de fusion con la enzima EK, verificandose mediante
espectrometria de masas que la masa molecular de los cuatro dominios de AGT coincide
con el valor teérico esperado. El rendimiento aproximado de cada dominio puro de AGT

por litro de cultivo fue de 0.5 mg - 1 mg.

Mediante dicroismo circular se observé que los dominios A, B y C se encuentran plegados
a pH de 2 y 6, observandose el espectro caracteristico tipo heveina de la AGT nativa con
un maximo positivo a 225 nm y un minimo negativo a 205 nm. El espectro de dicroismo
circular del dominio D a pH 2 mostrd un patron de una proteina desplegada, respondiendo
por tanto a la pregunta de cual es el dominio en la proteina silvestre que se encuentra
desplegado a pH 2 y temperatura ambiente. Este dominio muestra espectro de
conformacion plegada a pH de 6, indicando que también es capaz de plegarse por si

mismo, sin requerir la asistencia del dominio C adyacente en la subunidad tetradominio.

Se logro identificar parcialmente la correspondencia entre los dominios aislados y cada
una de las transiciones observadas en la AGT silvestre. Es claro que el dominio
desplegado observado en esta ultima corresponde al dominio D. Al parecer, el dominio C
es el responsable de la transicidbn observada a mayor temperatura. En cambio, es
necesario realizar mas experimentos para poder discernir la correspondencia para los

dominios Ay B.

Los datos sugieren que a pH de 2 existe una cooperatividad negativa (desestabilizante)
entre al menos los dominios A y B. No obstante, al parecer el dominio C no exhibe efectos
de esta cooperatividad negativa, probablemente por el hecho de que los otros tres

dominios ya se encuentran desplegados previamente.
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8. PERSPECTIVAS

Clonar, expresar y purificar las tres construcciones bidominios (AB, BC y CD) y dos
tridominios (ABC y BCD).

Corroborar mediante dicroismo circular el contenido de estructura secundaria de las

diferentes proteinas recombinantes.

Determinar mediante experimentos de perturbacion térmica seguidos por dicroismo
circular el perfil de desplegamiento de los bidominios y tridominios a diferentes

condiciones de pH.

Caracterizar termodinamicamente el desplegamiento térmico de los tres bidominios y los
dos tridominios de AGT por DSC.

Caracterizar estructuralmente las diferentes proteinas recombinante mediante resonancia

magnética nuclear.
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10. ANEXO

10.1 Secuencia de nucledtidos y de residuos de AGT

Gen Bank M25536.1

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

accagcacca agaaaacaaa

gcgget geeg
ggcagcaaca
ggcggcgact
ggcagccagg
tgcggettcg
at caagt gcg
t ggggat t ct
agcaccgaca
t gt agcaagt
ggcgget geg
t gat gat caa
ccacct acgg
gcaat at gat
aat at t gcag
agttttcttg
ttcgtgattt

Uniprot P10968

10

20

tcctcgeett
t ggagt gccc
act gcggcaa
ccggcggege
gcgccgagt a
gcagccaggce
gcggect cgg
aaccgt gcgg
ggggat cctg
atggtgtctt
tcttgctatg
tttcccttga
gt gcaggtta
t gagaaagt a
ttatgacctg
cgttgcaata

30

aagcat gaag
cgccgeggeg
caacaacctc
gggct gccag
gacgt gcacc
ct gcggegcece
cggcggcaag
ttccgagttc
caaggacgcc
t ggcat cggc
cgccgaggcec
gcagt attgc
cttactttta
ct gcagcaga
ct gt gt ggca
tt gt caggat
tattaccatg

40

MKMVSTRALA LGAAAVLAFA

70 80
CONGACWISK  RCGSQAGGAT

130 140
GKLCPNNLCC SQWGFCGLGS

190 200
| GPGYCGAGC QSGGECDGVFA

at gat gagca
accgct cagg
tgctgcagec
aacggcgcct
aacaaccagt
ggct gccagg
ct gt gcccga
t gcggcggeg
ggcggcagag
ccgggcet att
at caccgcca
aacgacgaat
gagt act agt
aacaaaat at
at at agggt g
gcat gcat gg
gttctcac

50

ccagggccct
cccagaggt g
agt acggct a
gct ggaccag
gct gcagcca
gcggcccctg
acaacctctg
gct gccagag
tttgcactaa
gcggt gcagg
act ccact ct
aat ccgt ggc
cctt aat aat
tgctgtcgtg
tgctattgtt
ctgttgtaat

cgcgct cgge
cggcgagcaa
ctgcgggat g
caagcgct gc
gt acgggt ac
ccgecgecgac
ct gcagccag
cggtgcttge
caact act gt
ct gccagagt
t ct ccaagaa
aatctcattg
tctctagett
cat gcat gga
gccgcaaatt

gt t ggagt ac

60

AATAQAQRCG EQGSNVECPN NLCCSQYGYC GMGGDYCGKG

90

100

110

120

CTNNQCCSQY GYCGFGAEYC GAGCQGGPCR ADI KCGSQAG

150

160

170

180

EFCGGEGECQASG ACSTDKPCGK DAGCGRVCTNN  YCCSKWGSCG

210

EAI TANSTLL QE

Dominio A; posicion aminoacidos 27 — 68.

Dominio B; posicion aminoacidos 69 — 111.

Dominio C; posicion aminoacidos 112 — 154.

Dominio D; posiciéon aminoacidos 155 — 197.
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10.2 Plasmido de clonacion GS45510 pBSK AGT1 y plasmido de expresion pET32a.
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10.3 Cromatogramas de purificacion de dominios mediante fase reversa

Dominio A
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Dominio C
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10.4 Espectros de MALDI-TOF de dominios

Dominio A

Dominio B
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Dominio C

Dominio D
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