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Resumen

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

implicadas en la amiloidosis AL causada por cadenas ligeras A3.



Abstract

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

key regions implicated in A3 (AL) amyloidosis.



1. Introduccion

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

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

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

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

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

determina la formacion de fibras [9,10].



Tabla 1. Clasificacion de las amiloidosis

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

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

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

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

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

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

Las fibras amiloides poseen un nucleo estructural rico en hojas  presentando

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



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

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

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

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

18].



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

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

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

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

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

amiloides in vitro [23].



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

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

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

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

dominio variable [28].

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

un estado parcialmente desplegado.



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

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

Dimero canénico Monémero Dimero no canénico

!

Mondmero
parcialmente
desplegado

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

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

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

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

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

El principal objetivo de este proyecto se centra en estudiar a la familia de
cadenas ligeras A3, en especial el caso de 3r. La familia A3 esta formada por 21 genes
de los cuales 9 se expresan en el repertorio policlonal, 10 presentan caracteristicas de
pseudogenes, 2 de ellos son genes no funcionales y 6 de ellos estan asociados con
amiloidosis Tabla 2 [39].
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25

W Amiloidosis

[ Repertorio policlonal

Uit

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

Frecuencia (%)

0.40%

Lineas germinales VA

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

Tabla 2. Cadenas ligeras tipo A

Familia Genes

VA1 1a, "1b, *1¢c, 1d,"1e, 1f, *1g

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

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

VA4 4a, ‘4b, 4c

VA5 5a, 5b, 5¢, 5d, 5e

VL6 ‘6a

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

VA9 9@

V210 : 10a, 10b

En negritas se marcan los pseudogenes

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

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

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

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

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

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

favorece la tendencia a formar fibras amiloides.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Estudiar la estabilidad termodinamica y las propiedades de fibrilogénesis in

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

estructurales y biofisicas de su tendencia a la agregacion amiloide.

4.2 Objetivos Particulares

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

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

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

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

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

A3 amiloidogénicas y no amiloidogénicas
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5. Materiales y Métodos

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

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

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

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

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

Tabla 3. Cepas

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

siguiente ecuacion:

_ (Yobs _Yf )

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

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

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

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

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

Kapp

NeoU

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

AG" =AG,, , —m[GndHCI]

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

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

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

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

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

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

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

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

d(nK,,) AH

_ app

d1/T) R

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

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

AG(T):AHmtl—TTJ—AC{(Tm ~T)+T h{TTJJ

m m

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

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

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

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

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

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

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

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

con el programa Adobe Photoshop, version 7.0.

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

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

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

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

de haberlos cosechado y preservado con la solucién protectora correspondiente.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

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

determinaron por reemplazo molecular utilizando como modelo de busqueda la proteina

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

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

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

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

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

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

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

en la Tabla 6.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Muchos dominios variables y cadenas ligeras completas forman dimeros en

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

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

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

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

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

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

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

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

conformacion que le permita agregarse.

Tabla 8. Areas de interfaz de diferentes formatos de anticuerpo

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

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

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

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

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

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

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

2 3rL2rY —3rJL2/Y
S IRrie - - 3rL2IYA
5+ Ovoalbimina o GadL2
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[ J
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Citocromo C

Citocromo C (11.7 kDa)
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Figura 11. Andlisis del estado oligomérico de los dominios variables de las cadenas ligerasA.
La grafica principal muestra el perfil de elucién de los dominios variables. En el gel se muestra
el analisis de pureza de las muestras mediante SDS-PAGE 15%. En cada carril se cargaron
cincuenta microgramos de proteina. La grafica insertada muestra la curva de calibraciéon de las
cadenas ligeras A y proteinas estandar en una columna Superdex-75. La curva de calibracidon se
utilizé para estimar el peso molecular de los dominios variables en funcién de la posicién de

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

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

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

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

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

estable.

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

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

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

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

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

El segundo motivo de proteccién contra la agregacién de las cadenas ligeras se
encuentra formado por los residuos 40-60, ya que este segmento estaria protegiendo a
las hebras C y C” (Fig. 9, pagina 33). El residuo Pro40 es de particular interés debido a su
alta conservacion en las cadenas ligeras « y A. Su importancia en cuanto a la estabilidad,
ha sido descrita en la cadena ligera de mieloma multiple LEN [66]. La importancia de esta
posicion fue evaluada por medio de la mutante 3rJL2/YA/P40S (3rJL2C34Y/W91A/P40S).
El cambio de Pro40Ser se hizo en base a la secuencia de 3p, la unica linea germinal A3
que no contiene un residuo de prolina en esta posicion (Fig. 5, pagina 14). Los
parametros termodinamicos de 3rJL2/YA/P40S indican que este cambio no afecta la

estabilidad de la proteina mutante (Tabla 10 y Fig. 6C y 6D, pagina 26). Los datos de CD
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en el UV lejano sefalan que las mutantes en la posicién 8 (3rJL2/YA/P8S) y 40
(3rJL2/YA/P40S) presentan una influencia minima en la reversibilidad (Fig. 7, pagina 29).

La agregacion de proteinas es un factor relacionado con la formacion de fibra
amiloide. Los servidores TANGO, PASTA y Aggrescan estiman en forma predictiva, la
propension de agregacion de los residuos presentes en una hoja-f ya sea que se
encuentren frente a frente o en hebras vecinas [67, 68, 69]. Con la ayuda de estos
servidores, se identificaron en secuencias A3 cuatro regiones (a-d), cada una de ellas con
diferente propension de agregaciéon (Fig.13). La region b (residuos 44-50) present6 los
puntajes mas altos. Posteriormente en la secuencia de 3rJL2/YA la region b fue sometida
a un segundo analisis con los tres servidores, con la finalidad de identificar residuos que
al ser cambiados pudieran modificar el perfil de agregacion. Cuando 1le48 se cambi6 por
metionina o prolina, los servidores predijeron una disminucién del perfil de agregacion
(Fig.13). Aun cuando en el alineamiento de la Figura 5 (pagina 14) se pudo observar que
varias secuencias presentan un residuo de metionina en esta posicién. Lo anterior nos
llevdo a generar las mutantes en metionina y prolina, no obstante, sélo la mutante
3rdL2/YA/I48M (3rJL2/C34Y/W9I1A/148M) se expreso de forma exitosa. En las estructuras
cristalograficas se observd que 1le48 es un residuo que se encuentra en el nucleo
hidrofébico (Fig. 9C, péagina 33), probablemente el cambio a prolina por sus
caracteristicas naturales ocasioné una desestabilizacién impidiendo su expresion. Los
resultados termodinamicos obtenidos de 3rJL2/YA/I48M indican que esta mutante
presenta una disminucién en la estabilidad (Tabla 10, Fig. 6C y 6D, pagina 22). Los datos
del CD en el UV lejano mostraron que la mutacion en la posicion 48 influye de forma

moderada en la reversibilidad (Fig.7, pagina 29).
De acuerdo con los valores de AG.,,, las mutantes 3rJL2/YA/P8S, 3rJL2/YA/P40S

son tan estables como 3mJL2, 3rJL2/Y o 3rJL2/YA. En contraste, la estabilidad
termodinamica de la proteina 3rJL2/YA/P7D vy 3rJL2/YA/I48M se vio afectada
significativamente. De hecho, los valores de Cm y Tm de 3rJL2/YA/P7D y 3rJL2/YA/I48M
son caracteristicos de proteinas relativamente inestables [40, 70]. Los parametros de
estabilidad que nos permiten hacer una comparacibn mas precisa entre todas las
cadenas ligeras analizadas son los valores de Cm y Tm. La estabilidad de las mutantes
derivadas de 3r se puede ordenar como sigue: 3rJL2/Y> 3rJL2/YA> 3rJL2/YA/P40S =
3rdL2/YA/P8S>3rJL2/YA/148M>3rJL2/YA/PTD.
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Tabla 10. Parametros termodinamicos y de fibrilogénesis in vitro de las cadenas ligeras A3 y sus respectivas mutantes.

oarametro | amoLa | L2 | BIL2YA | 3rIL2/YAIPTD | 3rIL2/VAIPBS | 3rIL2/YAIPA0S | 3rIL2NVAN4BM |
(CDR1)  (CDR1/CDR3) (FR1) (FR1) (FR2) (FR2)

cm (M) 1601 1820 T4+01 090 13+0 13+0 1101 16£0
m (KJmol) -12+12 i 13+13 = -16+1.0 718 14412 715 2112 S
o) 60508 B304 BT 05 . B4 T EET 06 BT Y07 A 0.5
RGac 33+07  37+29 @ 31302 221402 28+2.4 28.4+15 255411 | 27413
At 3313 359.5
oo 31752 O 332 45 291 453 313.3+29.4 312.7 +12 31634156 = o0
Indice de 1.20 +
crecimiento n.a. n.a. 0.08 + 0.01 0.84 £ 0.28 n.a. n.a. 0.07 £ 0.01 A

e 0.24
(h?)

597 %

tiag () n.a. n.a. 11.25+5.22 9.24 + 0.41 n.a. n.a. 11.74 + 0.87 0.84

La desviacién estandar corresponde a tres experimentos independientes
n. a.= no aplica, no se observd formacion de fibras después de 70 h
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Figura 13. Prediccidn de los perfiles de agregacion de 3rJL2 y 3mJL2 a partir de las secuencias de aminoacidos. Cuatro regiones con propension
a la agregacién intrinseca fueron identificadas en las secuencias A3 con los servidores TANGO, PASTA y Aggrescan. Por razones de brevedad, se
muestran los perfiles de prediccion con el servidor TANGO. Las regiones identificadas se sefialan con letras en negritas en el perfil de agregacion
de 3rJL2, a (residuos 32-37), b (residuos 44-50), c (residuos 70-76), y d (residuos 93-100). La region b (que incluye la hebra B C') presenta el mayor
puntaje para la agregacion en todos los servidores. La sustitucion de 148 por Pro o Met disminuyé el puntaje de agregacién. En la mutante
3rJL2/YA/148M fue mas lento el proceso de formacion de fibras que el de la mutante 3rJL2/YA, confirmando la importancia de la posicién 48 en la
propension a la agregacién de la proteina. Sorprendentemente en la secuencia de 6alL2 no se predijeron regiones de agregacion.
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Las mutantes mostraron diferencias principalmente en la pendiente de la
transicion, ya sea en las curvas de desnaturalizacién quimica o térmica (valores de my
AH) (Tabla 10, Fig. 6C y 6D, pagina 26). En otras palabras, la estabilidad global no fue
significativamente alterada, mientras que el proceso de cooperatividad se modificé en
cada mutante evaluada. Los parametros termodinamicos indican que las mutantes mas
inestables fueron 3rJL2/YA/P7D y 3rJL2/YA/I148M.

6.4 3rJL2/YA/P7D y 6aJL2 mostraron una cinética similar durante la fibrilogénesis
in vitro
Una de las caracteristicas de las proteinas amiloidogénicas es su capacidad de

formar fibras in vitro [22, 71]. Mediante experimentos de fibrilogénesis in vitro evaluamos
la capacidad de formar fibras de la linea germinal 3mJL2 y las respectivas mutantes
derivadas de la linea germinal 3r. Las proteinas fueron agitadas continuamente con una
micro barra magnética para inducir la formacién de fibras. El curso de la formaciéon de
fibras se determind por la fluorescencia de tioflavin T (Tht). La cinética de formaciéon de
fibras se muestra en la Figura 14A. Las muestras de 3mJL2 y 3rJL2/Y no muestran un
incremento en la fluorescencia de ThT después de 70 horas (Fig. 14A). En la cinética de
fibrilogénesis no se distinguen las etapas de nucleacion y extension. Conforme transcurrio
el tiempo se observd a simple vista que en la celda de 3mJL2 y 3rJL2/Y la solucion se va
tornando turbia. Vistas al microscopio las muestras de 3rJL2/Y y 3mJL2 presentan el
aspecto de depdsitos amorfos, no obstante, no se observo la presencia de fibras (dato no
mostrado). Los resultados observados en la fibrilogénesis in vitro van de acuerdo con los
datos termodinamicos, es decir, 3mJL2 y 3rJL2/Y son termodinamicamente estables por
lo que no deberian formar fibras. A pesar de que 3rJL2/YA y 3rJL2/YA/I48M son
relativamente estables, ambas proteinas formaron fibras ya que en la cinética de
fibrilogénesis se observé un aumento significativo de la fluorescencia de ThT después de
10h (Fig. 14A).

Sin embrago, 3rJL2/YA y 3rJL2/YA/I48M presentaron diferencias en los tiempos
de nucleacion (t.g) y en el indice de crecimiento de la fibra. 3rJL2/YA presento un tj,g de
11.25h y requiere 40h para la extension de la fibra. 3rJL2/YA/I48M mostré un t,q de
11.74h y requiere un tiempo mas largo para extender las fibras (56h). El incremento en el
tiempo de extension de fibra de la mutante 3rJL2/YA/I48M esta de acuerdo con la

prediccion de los servidores. El cambio 148M disminuyo la propension de agregacion de
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3rdL2/YA (Fig. 14A). 3rJL2/YA y 3rJL2/YA/I48M mostraron un indice de crecimiento de las
fibras muy similar (Tabla 10).

Las muestras de 3rJL2/YA vistas al microscopio electronico confirmaron la
presencia de fibras de aspecto delgado y no ramificado, observandose también la

presencia de material amorfo (Fig. 14B).
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® 3rJL2IYAP7D
@ 3rJL2IYAPSS
QO 3rJL2/YA/P40S
P 3rlL2/YA/I48M
0O 6alL2
B)

Figura 14. Fibrilogénesis in vitro. A) Cinética de fibrilogénesis in vitro de las cadenas ligeras A3. Las
mutantes 3rJL2/YA, 3rJL2/YA/148M vy 3rJL2/YA/P7D presentan diferencias en la fase lag y en el
tiempo de extension de la fibra. En contraste, las mutantes 3rJL2/Y, 3rJL2/YA/PSS, 3rlL2/YA/P40S y
3mJL2 no formaron fibras. 6aJL2 form¢ fibras en un tiempo similar al de la mutante 3rJL2/YA/P7D.
Las muestras contienen 100 ug/mL de proteina en “buffer” PBS a una temperatura de 37 'C con
agitacion constante. La formacién de fibras fue monitoreada por los cambios en la fluorescencia del
Tioflavina T (ThT). La desviacidn estdndar corresponde a tres experimentos independientes. B)
Microscopia electrdnica de fibras. La microscopia de 3rJL2/YA, 3rJL2/YA/P7D, 3JL2/YA/I48M y 6alL2
mostré una morfologia tipica. Las muestras para este analisis fueron tomadas de los experimentos
de fibrilogénesis in vitro (ver seccién de materiales y métodos). La barra negra indica 100nm.
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En el caso de 3rJL2/YA/I48M las fibras fueron menos abundantes que los
depdsitos amorfos, el aspecto que presentaban fue de bultos en forma de varilla (“rod-like
bundles”) los cuales contienen varias fibras rectas (Fig. 14B). Es importante destacar que
las mutantes 3rdL2/YA/P8S y 3rJL2/YA/P40S no presentaron las mismas propiedades
fibrilogénicas de 3rJL2/YA. A pesar de que son ligeramente menos estables que
3rdL2/YA, no forman fibras durante el periodo de tiempo evaluado (Fig. 14A). La mutante
3rdL2/YA/P7D fue la proteina menos estable, formo fibras en aproximadamente 10h
(Tabla 10). Las fibras de 3rJL2/YA/P7D se encontraron en grupos que contienen de 2-4
fibrillas bien definidas. Son fibras largas y ligeramente curvas, lo cual es una caracteristica
morfologica inusual. (Fig. 14B). 6aJL2 también forma fibras en las condiciones ensayadas
para las proteinas A3 (Fig. 14B). De acuerdo con la cinética de la fibrilogénesis in vitro,
3rJL2/YA/P7D y 6aJL2 presentaron tiempos de extension similares (10h y 8h,
respectivamente) (Tabla 10). Las diferencias se observaron en los tiempos de nucleacion,
en donde se observd que 6aJL2 es mas rapido que 3rJL2/YA/P7D (5.17h y 9.24h

respectivamente) (Tabla 10).
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7. Discusion y Conclusiones

Las caracteristicas moleculares que promueven la conversion de las cadenas
ligeras solubles en fibras amiloides siguen sin estar claros. Nuestra hipotesis inicial se
refiri6 a que la alta asociacion de la familia 3r con la amiloidosis AL se debe a la
inestabilidad termodinamica intrinseca de la secuencia de la linea germinal. Sin embargo,
observamos que 3rJL2/Y y 3rJL2/YA fueron tan estables como la linea germinal no
amiloidogénica 3mJL2 (Tabla 10). Nosotros esperabamos que 3rJL2/Y fuera capaz de
formar fibras in vitro porque 3r se encuentra entre las lineas germinales A3
frecuentemente asociadas con la amiloidosis AL [37], sin embrago no se encontraron
fibras. La alta estabilidad de 3rJL2/Y puede atribuirse a las interacciones formadas por
Y34 (Tabla 7, Fig. 9D), lo anterior parece haber tenido un efecto benéfico sobre Ila
expresion de la proteina. Estrictamente, los resultados termodinamicos obtenidos no nos
permiten responder si la linea germinal 3r es intrinsecamente amiloidogénica o no.

Aunque 3mdL2, 3rJL2/Y y 3rJL2/YA comparten propiedades termodinamicas
similares, 3rJL2/YA fue la Uunica cadena ligera que formé fibras in vitro. Las
comparaciones estructurales indicaron que el cambio W91A en 3rJL2/YA disminuye las
interacciones hidrofébicas con respecto a las otras estructuras A3 (Tabla 7).
Aparentemente las mutaciones en la posiciéon 34 y 91 causaron efectos opuestos en las
mutantes derivadas de 3rJL2. La mutacién en la posicién 34 pudo haber fortalecido las
interacciones entre las hebras f C, F y G y de esta manera, haber contribuido a la
estabilizacion de 3rJL2/Y. La mutacién en la posicién 91 contribuyd en la disminucién de
diversas interacciones, ocasionando que la cadena ligera 3rJL2/YA fuera menos estable
y mas propensa a la formacion de fibras.

Los resultados obtenidos sefialan que el papel de los residuos P7 (3rJL2/YA/P7D)
e 148 (3rYA/I48M) es critico para la estabilidad y la formacién de fibra en las cadena
ligeras derivadas de 3r. Nuestros resultados sugieren que otros elementos a considerar
en la cinética de formacion de fibras son los valores de my AH, ya que se observé una
relacion entre la cooperatividad y la formacion de las mismas (Tabla 10).

Reportes previos han sugerido que la funciéon del N-ter de las cadenas ligeras
consiste en proteger los bordes de las hebras adyacentes, evitando de esta manera la
exposicion de regiones que podrian favorecer la agregacion [31]. Los resultados
obtenidos indicaron que 3rJL2/YA/P7D fue termodinamicamente menos estable que
3rdL2/YA. La disminucion observada en la estabilidad de la mutante 3rJL2/YA/P7D
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respecto a su proteina parental es comparable con lo sucedido para la mutante
6aJL2/P7S [24]. La mutacion P8S ejercid un efecto menor sobre la estabilidad de
3rdL2/YA/P8S pero afectd la capacidad de formar fibras (Tabla 10). Estos resultados
sugieren que P8 es importante para la formacion de fibras. Nuestros resultados confirman
que P7 juega un papel importante en la funcion de proteccion realizada por el N-Ter,
ademas de sugerir que el “B-bulge” de la hebra A esta involucrado en la formacion de
fibras. Estos comportamientos pueden encontrarse conservados en las familias de
cadenas ligeras A.

En algunas cadenas ligeras « se ha reportado que la sustitucion del residuo P40
(asa que conecta las hebras § C y C’) se encuentra asociado a la amiloidosis tal como se
describié para las cadenas ligeras BRE, ARN, WR, y MCG. En este grupo de proteinas
se reportd que la mutacion de este residuo aumentoé la capacidad de formacion de fibras
[72]. En el contexto de linea germinal, los datos termodinamicos de la mutante
3rJL2/YA/P40S nos indican que no se encuentra afectada significativamente en la
estabilidad (Tabla 10). Lo anterior se debe a que P40 solamente establece interacciones a
través del esqueleto peptidico. En el caso de esta mutante no contamos con una
explicacion que ayude a definir porque no forma fibras, como si fue posible tener una
explicacion para las propiedades de la mutante 3rJL2/YA/P8S.

Como se menciono anteriormente 148 es un residuo conservado en las familias A3
y A6. En la mutante 3rJL2/YA/I48M se observd una disminucion en la estabilidad
termodinamica indicando que la cadena ligera se vuelve inestable. Lo anterior podria
deberse a que la mutacidn ocasiona que sea complicado acomodar de manera adecuada
lo voluminoso de la cadena lateral de la metionina; afectando también el proceso de
formacion de fibra de tal manera que lo retrasa pero no lo inhibe por completo. Tal vez, el
residuo de metionina generd un reordenamiento estructural entre las hebras de C y C',
evitando la auto complementariedad entre las hojas . De esta manera se restringe el
correcto acoplamiento de los mondémeros durante la etapa de extensiéon de la fibra. Estos
resultados sugirieron que la posicion 48 es importante para mantener la estabilidad de la
cadena ligera y cuando fue mutado favorecié la formacién de fibras.

Los resultados obtenidos para las mutantes 3rJL2/YA/P40S y 3rJL2/YA/I48M
indican que el asa 40-60 que conecta las dos hojas B parece estar involucrado en el
proceso de formacion de fibras cuando la proteina es lo suficientemente inestable. La
proteccion del asa 40-60 a través de la interaccion candnica de Vy-V, limita su

exposicion.
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Es importante destacar que las lineas germinales 3m y 3r presentaron una
puntuacion alta en su perfil de B-agregacion en la region del asa 40-60. Esta misma region
mostré una baja puntuacion en el perfil de B-agregacion en la linea germinal 6a (Fig.13).
En esta region 6a difiere de las lineas germinales 3m y 3r en tres residuos (Fig. 5). De
acuerdo con estas observaciones, cambios minimos en el asa 40-60 podrian modificar su
perfil de agregacion y alterar las propiedades del dominio variable de la cadena ligera.

Por lo que sabemos, la dimerizacién de las cadenas ligeras se ha reportado sélo
en proteinas aisladas de pacientes, como es el caso de las proteinas de Bence Jones.
Baden et al [27], reportd que la forma monomérica de la linea germinal klO18/08 es mas
estable que su estado dimérico. En contraste con su contraparte amiloidogénica AL-09 la
forma dimerica es mas estable que el mondmero [64]. Las zonas de interfaz calculadas
para dimeros nativos en las estructuras cristalograficas de cadenas ligeras A3 son muy
similares a otras interfaces de Vy-V, y V|-V, de varios anticuerpos (Tabla 8). Cabe sefnalar
que el arreglo estructural observado en el cristal puede no reflejar lo que realmente
sucede en solucion, es decir, cuando las cadenas ligeras se encuentran circulando en
estado libre. Lo anterior nos llevo a evaluar la presencia de dimeros en las proteinas
3mJL2, 3rdL2/Y, 3rJL2/YA y 6aJL2 por medio de diferentes metodologias. Los resultados
sugirieron que a las concentraciones de proteinas ensayadas, los dominios variables se
encuentran principalmente en un estado monomérico.

A simple vista en el cristal se puede apreciar que 3mJL2, 3rJL2/Y, 3rJL2/YA
podrian formar dimeros. A pesar de que el andlisis detallado de cada estructura muestra
que se pudiera formar algun tipo de dimero, los resultados arriba mencionados indican
que por lo menos a las concentraciones ensayadas, eso no ocurre. La linea germinal de
3r presenta Ser en esta posicidon, esta es una diferencia importante entre las lineas
germinales de 3m y 3r. Probablemente la presencia de Arg20 en la linea germinal de 3m
podria actuar como un seguro que contribuye a evitar la agregacion. Cabe recordar que
algunos aminodacidos con carga en el centro de las hebras borde es una estrategia de
proteccioén utilizada en proteinas que presentan una estructura p-sandwich [31]. En la
mayoria de las secuencias de las lineas germinales A3 y A3 aisladas de pacientes, se
observa Arg en la posicion 20 (Fig. 5). Estas observaciones sugieren que de origen las
lineas germinales cuentan con elementos de seguridad que las protegen de la
agregacion. Es hasta el proceso de la hipermutacion somatica en donde suceden los
cambios que van a ser los responsables de violar o reforzar los elementos de seguridad.

Si los cambios ocurridos alteran la interfaz en donde ocurre la interaccion Vy-V, o V.-V, se
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dara origen a un estado dimérico poco estable, por lo tanto la V| tendera a mentenerse en
un estado monomérico. Si a esto se le suma que el mondmero puede carecer de
estabilidad entonces el monémero se encontrara vinculado con la formacion de la fibra.

Es posible que las lineas germinales A3 tiendan a permanecer como monomeros
tal como se reporté para klO18/08 [64]. Esto contrasta con lo observado en los dominios
variables aislados de pacientes en donde se observé un equilibrio entre monémeros vy
dimeros [64]. Estos dominios variables presentan varias mutaciones en diferentes
regiones de la interfaz que podrian favorecer la interaccion V-V . Otros elementos
estructurales que podrian estar involucrados en favorecer este tipo de interaccion podria
ser que el dominio variable presentara un fragmento de la regién constante o una parte de
éste.

En conjunto nuestros resultados indican que 3m es una linea germinal
relativamente estable y no es capaz de formar fibras in vitro. Lo anterior puede estar
relacionado con el bajo porcentaje de expresién que presentan proteinas derivas de 3m
en los casos de amiloidosis AL de tan solo un 2% (Fig. 4) [37].

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la secuencia de la linea
germinal de 3r per se no es amiloidogénica. Antes de que una cadena ligera adquiera
caracteristicas fibrilogénicas requiere acumular mutaciones desestabilizantes que pueden
generar nuevas interacciones moleculares que podrian favorecer la agregacion bajo
ciertas condiciones microambientales tales como pH, temperatura o concentraciones
locales altas de urea. En las mutantes derivadas de la linea germinal 3r se identificaron
residuos que afectan la estabilidad, que influyen en la formacion de fibra y que alteran las
estrategias de proteccion como se ha reportado en diferentes cadenas ligeras mutantes
[24, 64, 70]. Las mutantes derivadas de 3rJL2 permitieron identificar residuos de
importancia como fue el caso de Y34, la cual esta asociada con la estabilidad; mientras
P8 y W91 fueron implicados en la formacién de la fibra. También se identificaron los
residuos P7 e 148, que estan asociados con la estabilidad y la formacion de la fibra.

Las lineas germinales 6a y 3r presentan una expresion baja en el repertorio
policlonal de linfocitos B (2% y 8% respectivamente). El porcentaje de pacientes con AL
en el que 6a es el donante de la linea germinal del gen precursor puede alcanzar hasta
40% [10]. En el caso de 3r, se reporté una expresion cuatro veces superior, el porcentaje
de pacientes se acerca al 20% [3]. Las diferencias observadas en la estabilidad, tiempos
de nucleacion y la ganancia o pérdida de interacciones particulares entre cadenas ligeras

A6 y A3 en conjunto con los niveles de expresién policlonales, pueden explicar los
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diferentes grados de "agresividad" de estas dos familias de cadenas ligeras A, siendo 6a
el mas patoldgico.

La amplia variedad de secuencias de cadenas ligeras ligadas a la amiloidosis AL
hace que sea una enfermedad compleja. La caracterizacion de diferentes lineas
germinales y cadenas ligeras aisladas de pacientes con amiloidois AL permitira tener una
comprension mas completa de cémo cambios puntuales en la secuencia original de una
cadena ligera alteran los mecanismos de proteccion que evitan la agregacioén. Debido a
esto resulta importante dilucidar como ciertas lineas germinales dan lugar a variantes
amiloidogénicas.

En la actualidad para la amiloidosis AL se estan disefiando farmacos que permitan
disolver los depdsitos amiloides o que permitan interrumpir su produccion, evitando de
esta manera dejar proteina mal plegada disponible para la formacion de fibras [70]. La
informacion generada por diversos grupos de investigacion acerca de residuos o regiones
involucradas con la estabilidad, formacion, retraso o inhibicién de fibra contribuye con el

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas o en mejorar las ya existentes.

Para conocer con mas detalle el comportamiento de las lineas germinales de las

cadenas ligeras se han planteado las siguientes perspectivas:

- Con el objetivo de obtener la linea germinal 3rJL2 se deberian explorar otros
sistemas de expresion heterdloga, como puede ser el sistema de expresion de la levadura
Pichia pastoris en el cual se ha conseguido expresar otros formatos de anticuerpos. De
conseguir que la linea germinal se exprese se podria evaluar si la secuencia de la linea

germinal es amiloidogénica o no.

-Caracterizar otras lineas germinales que se encuentren asociadas a la amiloidosis
AL. Lo anterior permitira tener un mayor conocimiento de si existe un defecto de origen en
las lineas germinales. Ademas de que los resultados que se obtengan ayudaran a realizar

una comparacién con las cadenas ligeras aisladas de pacientes con amiloidosis AL.
-Generar nuevas mutantes en otras regiones de la estructura con el objetivo de

identificar otras regiones de la estructura que pudieran estar vinculadas con la estabilidad,

formacion de fibra o formar parte de un sistema de proteccion.
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- Para conocer con mayor detalle la respuesta del organismo ante la presencia de
la fibra se pueden emplear algunos modelos in vivo como son las lineas celulares o el
modelo murino. Con este tipo de modelos se puede conocer el desarrollo de la
enfermedad y como responde el organismo ante la presencia de las fibras. En nuestro
caso, podriamos evaluar si las diferencias de tiempo observadas en la cinética de
fibrilogénesis pueden ser consideradas como un indicativo del grado de “agresividad” de

la enfermedad entre las cadenas ligeras A6a y A3.
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Background: A6a and A3r are the most implicated germ lines in light chain amyloidosis.
Results: Mutagenesis at N-terminal, loop 40 - 60, and CDR3 regions affected A3r fibrillogenesis.
Conclusion: Changes at residues 7, 48, and 91 increased fibril formation while changes at residues 8 and 40 reverted

fibrillogenesis.

Significance: Characterization of light chain germ lines helps to identify key regions implicated in amyloidosis.

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

Amyloidosis refers to a group of diseases caused by the extra-
cellular deposition of misfolded proteins as insoluble fibrillar
aggregates, which show a periodic and ordered cross-$-spine
structure (1-4). Light chain amyloidosis (AL)® is a systemic and
progressive disease caused by the deposition of large amounts
of misfolded light chains. Approximately 70% of patients in an
advanced phase of AL suffer from damage to tissues or organ
function, mainly the kidney, heart, liver, lungs, and peripheral
nervous system (5, 6). Light chains involved in amyloid fibril
formation are of monoclonal origin, derived from a clone of
plasma B cells that possess alterations in their regulation of Ig
expression, resulting in an overproduction of its cognate light
chain (3, 7). Each light chain consists of a variable (V;) and a
constant domain (C; ). Each of these domains is characterized
by the topological organization of nine B-strands (A, B, C, C’,
C",D,E, F,and G) as a Greek key motif. Similar to other proteins
rich in B-structures, V; domains contain several anti-aggrega-
tion motifs (8). When these protective motifs are modified by
mutations or environmental conditions, the B-edge strands of
the light chain domains could potentially interact with B-edge
strands from another monomer.

Because of the intrinsic diversity of the involved precursor
proteins, it is difficult to understand the cause and mechanism
of AL. Although a few germ line gene families have been impli-
cated in the disease, hundreds of different sequences have been
isolated from AL patients, each of which originates from a com-
binatorial arrangement of germ line gene segments that
undergo a particular pattern of somatic mutations. The
changes introduced into the V| by somatic mutations can affect
its stability and prevent normal association with its correspond-

¢ The abbreviations used are: AL, light chain amyloidosis; ThT, thioflavin T.
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ing V,,, allowing its free secretion (9, 10). The loss of the Ig
heterotetrameric structure may contribute to the amyloidoge-
nicity of light chain variable domains because the fibrils of most
AL patients predominantly comprise a single variable domain
(11).

The comparison of amyloidogenic and nonamyloidogenic V.
sequences has allowed other researchers to identify certain
amino acid changes that destabilize the V; domain (12-16).
The introduction of some of these mutations into nonamy-
loidogenic V; domains decreases their stability and increases
their tendency to aggregate and form amyloid fibers in vivo (17).
Several studies have suggested that a less stable V; domain is
more likely to aggregate into amyloid fibers (17, 18).

The A light chains are responsible for the majority of AL
cases, with a 3:1 ratio over the k isotype (19, 20). Several gene
segments belonging to the A3 and A6 subgroups, particularly
the 3rand 6a germ lines (6, 21), are significantly associated with
AL. Despite the predominance of the A isotype in the disease,
only one A germ line has been characterized for its propensity to
form amyloids. Our group previously reported the character-
ization of the recombinant A germ line 6aJL2, a protein encoded
by the 6a and the jI2 gene segments (22). 6aJL2 is thermody-
namically more stable than other A6 light chains derived from
patients with multiple myeloma, although it is capable of form-
ing fibers in vitro after long periods of incubation (22).

The A3 light chain family comprises 21 genes, nine of
which are polyclonal; only six of these nine genes have been
associated with AL (23). Although several A3 amyloidogenic
light chains isolated from patients have been analyzed (6,
24-26), the role of germ line-encoded features (protein
regions) in the amyloidogenic capability of the protein has
not been determined.

Because the A3r subfamily might be intrinsically amyloido-
genic, the aim of this work was to characterize the structural
and biophysical properties of two germ lines of the A3 sub-
group. We are interested in the 3r subgroup because of its high
prevalence in AL, whereas the 3m germ line, which has not been
associated with AL, was used as a control (6). Each 3m and 3r
gene segment was joined to the j/2 segment to obtain the whole
variable domains 3mJL2 and 3rJL2. Because of an inherent limi-
tation (extremely low expression), Cys at position 34 of the 3r
germ line was replaced by Tyr reaching a good expression yield.
A second substitution at CDR3 (W91A) was introduced in 3r to
obtain a better template to incorporate additional mutations.
Taking the double mutant (3rJL2/YA) as template, other vari-
ants were constructed to evaluate the importance of those sub-
stitutions on the stability and aggregation propensity of A3 light
chains. Mutations were introduced into two regions thought to
protect against light chain fibril formation: the sheet switch
(positions 7 and 8) (13) and the loop 40 — 60 region (positions 40
and 48) (14). X-ray crystallography revealed that the three-di-
mensional topology of the single and double A3r mutants was
not significantly different. The majority of A3 variants evaluated
in this study showed higher stability compared with other germ
lines associated with AL, such as A6a and kIO18/08 (22,27, 28).
This mutagenic approach helped to confirm or identify other
key regions implicated in A3 AL.
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MATERIALS AND METHODS

Cloning, Expression, Extraction, and Purification—Germ line
sequences were obtained from the VBASE database. 3rJL2 and
3mJL2 contained the sequences of the corresponding human
VA 3r and 3m germ lines. Both proteins contained the ji2 seg-
ment. The j/2 segment was used because it is frequently present
in clonal plasma cells (6) 3r and 3m were synthesized by recur-
sive PCR as described by Prodromou and Pearl (29). The DNA
was cloned into the pET22b vector (Novagen, Darmstadt, Ger-
many). Site-specific mutations in 3rJL2 were generated using a
mutagenic mega-primer (30). All constructs were verified by
nucleotide sequencing.

Vectors containing the light chain recombinant proteins
were transformed into the Escherichia coli strain BL21(DE3).
The cells were grown in 2XYT medium containing 100 ug/ml
ampicillin at 37 °C and 150 rpm. When the culture reached an
Agoo0f 1-1.4, protein expression was induced by the addition of
isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside at a final concentration
of 0.2 mm. The cultures were grown for 5 h under low agitation
(115 rpm) at 22 °C.

The periplasmic proteins were extracted as described previ-
ously (22). The periplasmic extracts were precipitated twice
with 30-90% saturated ammonium sulfate and stored at 4 °C.
The precipitated proteins were removed by centrifugation
(6000 rpm for 30 min), and the pellet was resuspended and
dialyzed overnight in 50 mm NaCl and 40 mm Tris, pH 8.2
(buffer A). The proteins were separated by size exclusion chro-
matography using a Sephacryl S-100 HR column (Amersham
Biosciences) connected to an Akta FPLC system (GE Health-
care). The column was previously equilibrated with buffer A at
a flow rate of 2 ml/min. The peak corresponding to the light
chains was collected and precipitated with 70% saturated
ammonium sulfate.

The precipitated protein was harvested by centrifugation
(6,000 rpm for 30 min), and the pellet was resuspended in buffer
A. The soluble protein was extensively dialyzed at 4 °C in buffer
A while gradually decreasing the NaCl concentration. The final
dialysis was performed in 40 mm Tris, pH 8.2. The dialyzed
protein was applied onto an anion exchange chromatography
column (Bioscale mini macro prep High Q; Bio-Rad) that was
prewashed with 40 mm Tris, pH 8.2. The protein was eluted
with a linear gradient of 0-30% 500 mm NaCl and 40 mm Tris,
pH 8.2, over 60 min. The fractions containing the light chain
proteins were pooled and stored at 4 °C until needed. The
purity of the protein was verified by SDS-PAGE. The protein
concentration was determined by UV absorption using the
extinction coefficient value calculated with the ProtParam Tool
in the ExXPASy Web site.

Analytical Size Exclusion Chromatography—The oligomeric
state of the A light chain was determined using a Superdex 75
(10/30) prepacked column (Amersham Biosciences). The col-
umn was previously equilibrated with buffer A. The molecular
masses were calculated using linear interpolation from a cali-
bration curve that included serum albumin (66.3 kDa), ovalbu-
min (43.5 kDa), carbonic anhydrase (28.8 kDa), myoglobin (17
kDa), and cytochrome ¢ (11.7 kDa) as molecular mass markers.
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Unfolding Experiments: Data Analysis—The changes in tryp-
tophan fluorescence were analyzed after normalization of the
transition curves to the apparent fraction of unfolded mole-

cules, Fopp
F (Yobs - Yf) Eq.1)
= 7 q
Y=Y
where Y, . is the observed fluorescence intensity at a given

temperature or guanidine HCI concentration, and Y;and Y, are
the fluorescence signals for the native and unfolded forms,
respectively. A linear dependence of Y, . was observed in both
the native and unfolded baseline regions; therefore, linear
extrapolations from these baselines were made to obtain esti-
mates of Y;and Y in the transition region.

Guanidine HCIl Denaturation Experiments—The intrinsic
fluorescence emission measurements were recorded on an
LS50B spectrofluorimeter (PerkinElmer Life Sciences) using a
1-cm-path length quartz cuvette. Protein samples were pre-
pared at concentrations of 20, 50, and 200 ug/ml in 20 mm
sodium phosphate buffer, pH 7.5. Different concentrations of
guanidine HCI from an 8 M stock solution were used to unfold
the protein; the samples were then incubated for 12 h at 25 °C
(equilibrium conditions). Samples incubated for 6 or 12 h
showed similar results. The fluorescence emission was col-
lected at 355 nm using an excitation wavelength of 295 nm.
Thermodynamic parameters were calculated assuming the
unfolding reaction followed a two-state model in which the
native monomers (N) are in equilibrium with the unfolded
monomers (L),

Ka

N<—U (Eq.2)

where K, ,, = F,, /(I = F,,.). A linear dependence of AG® on
the concentration of guanidine HCl (GndHCI) was assumed
(30),

AG°® = AGy,0 — m[GndHCI] (Eq.3)
where AG® represents the Gibbs free energy at a given concen-
tration of guanidine HCl, AG,; , represents the Gibbs free
energy in the absence of guanidine HCl, m is the gradient of the
linear transition region and reflects the cooperativity of the
process, and C,, is the denaturant concentration at which AG =
0 and was calculated as C,,, = —/m.

Thermal Unfolding—The samples were solubilized at 50
pg/ml in 3 ml of PBS solution and then placed into quartz
cuvettes. A micro-stir bar was used at a low speed to maintain a
uniform solution temperature. The fluorescence intensity was
measured as described for the chemical denaturing experi-
ments. The protein solution was heated using a water bath with
a recirculation system connected to the cuvette holder of the
spectrofluorimeter (L550B; PerkinElmer Life Sciences). The
temperature of the solution was measured using a thermistor
thermometer. The thermal unfolding data were analyzed as
described by Pace et al. (31) assuming a two-state process and
the van’t Hoff equation,
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d(In Kypp) _ AH,pp o4
d(1/T) R 9

where T'is the temperature, AH is the enthalpy, and R is the gas
constant.

The value of AG at room temperature was determined using
the following equation,

T T
so(n = 31~ Z) - scfm. 1+l Z)
(Eq.5)

where T'is 298 K, and C,, is the change in heat capacity associ-
ated with unfolding, calculated theoretically according to the
method described by Milardi et al. (32).

In Vitro Fibril Formation—Protein samples at a concentra-
tion of 100 ug/ml were filtered through a 0.22-um pore-size
Millex GV membrane filter (Millipore) and poured into a poly-
styrene cuvette in PBS. The cuvette was incubated at 37 °C
under agitation with a magnetic stir bar. Fiber formation was
monitored at different time points by following the incorpora-
tion of thioflavin T (ThT) (Sigma Aldrich) (33). The fluores-
cence emission was recorded at 482 nm using an excitation
wavelength of 450 nm. The fibril formation kinetics was ana-
lyzed by fitting the time-dependent changes in the ThT fluores-
cence intensity to the following equation,

Frvr = A/(1 + exp[—B(t — t]) (Eq.6)

where Frr is the ThT fluorescence intensity, A is the ThT
fluorescence intensity in the post-transition plateau, ¢, is the
midpoint of the transition region, B is the fibril growth rate
constant, and ¢ is time. An absolute value of the nucleation lag
time, f,,,, was calculated by extrapolating the linear region of
the hyperbolic phase back to the abscissa (34).

Circular Dichroism Experiments—CD spectra and thermal
denaturation experiments were recorded on a JASCO J-715
spectropolarimeter (JASCO Inc., Easton, MD) equipped with a
water-cooled peltier. Far-UV CD spectra were recorded using a
0.2-cm-path length closed quartz cell at a concentration of 200
png/ml protein in 20 mm Na,HPO,, pH 7.5.

The raw data were converted to molar ellipticity using the
formula,

[6] = 100%6/(C*I) (Eq.7)

where C is molar concentration, and / is the cell path length in
cm.

Transmission Electron Microscopy—A Formvar/carbon-
coated copper G200 grid (Electron Microscopy Sciences, Hat-
field, PA) was floated onto a 20-ul drop of protein sample for 2
min. The excess liquid was drained off with filter paper, and the
specimen was negatively stained by floating onto a 40-ul drop
of 4% (w/v) uranyl acetate for 2 min and blotted dry. The spec-
imens were analyzed at 80 kV on a Zeiss EM900 Transmission
electron microscope. The images were recorded with a CCD
DualVision 300W camera (Gatan, Pleasanton, CA) at a resolu-
tion of 1030 X 1300 pixels. The image processing was per-
formed using Adobe Photoshop version 7.0.
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TABLE 1
Data collection and refinement statistics
Data set 3mJL2 3rJL2/Y 3rJL2/YA

Space group . C121 P3, P3,

Unit cell parameters (a, b, ¢ (A); a, B, ¥ () 89.4, 40.9, 106.7; 90, 90.15, 90 41.9, 41.9, 170.8; 90, 90, 120 41.8,41.8,171.10; 90, 90, 120

Residues per monomer/monomers per AU 106/4 106/4 106/4

Matthews coefficient (A®> Da™!)/solvent content (%) 2.1/41.3 1.9/33.9 1.8/33.6

X-ray source NSLS, X6A NSLS, X6A NSLS, X6A

Detector ADSC Q270 CCD ADSC Q270 CCD ADSC Q270 CCD

Wavelength . 0.9330 0.9720 0.9720

Resolution range (A) 34.20-1.75 24.86-1.80 27.63-1.70
(1.84-1.75) (1.90-1.80) (1.79-1.70)

Unique reflections 31,323 31,131 36,831

Multiplicity 6.8(7.2) 5.7 (5.7) 5.7 (5.6)

Completeness (%) 79.4 (74.3) 100 (100) 99.9(99.7)

I/a(]) 7.4(2.1) 104 (2.3) 10.2 (1.8)

Riperge (%) ) 7 (37) 6(32) 6 (43)

Wilson plot B value (A%)/mean B value from coordinates 17.22/22.50 16.27/20.87 18.46/23.55

R Rivee (%) 16.6/21.8 16.8/21.1 17.4/21.1

Protein Data Bank code 4A1Z 4AIX 4AJ0

Crystallization—Prior to the crystallization trials, the 3m]JL2,
3rJL2/Y,and 3rJL2/YA proteins were maintained in 40 mm Tris,
pH 8.2, containing 20 mm NaCl. Crystal screens 1 and 2 from
Hampton Research (Laguna Niguel, CA) were chosen as the
starting point in the search for crystallization conditions. The
3mJL2, 3rJL2/Y, and 3rJL2/YA proteins were concentrated to
3.5, 4.5, and 3.5 mg/ml, respectively. Drops containing 1 ul of
Hampton solution and 1 ul of the respective protein were set up
using the micro-batch method under paraffin oil. Micro-crys-
tals were obtained under several conditions, as follows: 3mJL2
crystals with the best shape appeared using condition 5 from
Crystal Screen 1 (Hampton Research, Aliso Viejo, CA) contain-
ing 0.2 M sodium citrate, 0.1 M HEPES, pH 7.5, and 30% MPD,
and crystals of 3rJL2/Y and 3rJL2/YA appeared using condition
32 from Crystal Screen 1 (Hampton Research) containing 2 m
ammonium sulfate. Upon optimization, 0.30 X 0.30 X 0.30-mm
crystals were generated with the hanging drop method at 291 K
after 15 days for each of the three proteins under the following
conditions: 3mJL2, 0.2 M sodium citrate, 0.1 M HEPES, pH 7.5,
and 40% MPD; 3rJL2/Y, 2.3 M ammonium sulfate and 40% tre-
halose; and 3rJL2/YA, 1.6 M ammonium sulfate and 40% treha-
lose. Because all of these conditions are suitable for cryocooling,
the crystals were mounted in rayon cryoloops and flash-cooled
in a 100 K nitrogen stream.

X-ray Data Collection—The data collection was performed at
National Synchrotron Light Source Beamline X6A at two x-ray
wavelengths: 0.9720 A (for both 3r mutant crystals) and 0.9330
A (for 3mJL2), using an Oxford Cryosystems 700 series Cryo-
stream and an ADSC Q270 CCD detector (ADSC, Poway, CA).

Data Processing and Model Refinement—Indexing and inte-
gration were performed using MOSFLM for 3rJL2/Y (35) and
XDS (36) for 3mJL2 and 3rJL2/YA. The integrated reflections
were sorted, scaled, and truncated with SORTMTZ, SCALA,
and TRUNCATE (37) from the CCP4 suite, respectively.
Molecular replacement was carried out in PHASER (38) using
the edited Protein Data Bank code 1LIL atomic coordinates,
corresponding to the A3 immunoglobulin Cle, as the starting
model (24). The resulting model for each protein was subjected
to rigid body refinement followed by restrained refinement in
REFMACS5 (39). Once convergence was reached, the refine-
ment was continued in PHENIX 1.5 (40). The refinement was
alternated with manual building in COOT (41). The refinement
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cycles ended when R, and R, values were lower than 0.18
and 0.22, respectively. Validation of the final models was per-
formed using PROCHECK (42). The coordinates and structural
factors of the final models were deposited in the Protein Data
Bank (43) with the following codes: 4AIZ (3mJL2), 4AIX (3r JL2/
Y), and 4AJO (3rJL2/YA). The crystallographic data and refine-
ment statistics for the three structures are shown in Table 1.

RESULTS

3mJL2 and 3rJL2/YA as Nonamyloidogenic and Amyloido-
genic A3 Variable Domains—3m]L2 was expressed and purified
efficiently. In contrast, 3rJL2 was scarcely expressed. A3 germ
line sequences were analyzed to identify single substitutions
that would allow improve protein expression (Fig. 1). We found
that 3r is the only germ line with a cysteine residue at position
34 (according to Kabat numbering), a solvent-exposed position
at the N terminus of strand C. Although both amyloidogenic
and nonamyloidogenic 3r-derived sequences bear a Cys in this
position, other A germ lines (such as 3m) contain Tyr or another
polar residue (Fig. 1). These data suggested that Cys-34 should
not substantially modify the fibrillogenic properties of the pro-
teins derived from the 3r sub-family. Because the presence of a
solvent-exposed cysteine residue may affect 3rJL2 expression,
we constructed 3rJL2/Y, a mutant in which Cys-34 was mutated
to tyrosine (3rJL2/C34Y), the equivalent residue found in the
3m germ line (Fig. 1). The expression, purification, and yield of
3rJL2/Y were comparable with those of 3mJL2. We assessed the
thermodynamic stability of 3mJL2 and 3rJL2/Y by thermal and
chemical unfolding experiments. Based on the tryptophan fluo-
rescence measurements, monophasic and reversible transitions
were observed; therefore, as a first approximation, we analyzed
the data assuming a two-state process (Fig. 2). The unfolding
kinetics of 3rJL2/Y and 3mJL2 were very similar, as deduced
from the comparison of the midpoints of chemical or thermal
unfolding (C,, and T, respectively; Table 2) and the values for
the cooperativity of the unfolding process (m and AH,.,
respectively; Table 2). The AG values showed that 3rJL2/Y and
3mJL2 were more stable than 6aJL2 and kIO18/08, the only
amyloid germ lines previously evaluated (22, 27, 28). We found
that 3rJL2/Y had refolding transitions that were not superim-
posable with the unfolding transitions (Fig. 2B). These results
may reflect the presence of an irreversible refolding process
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FIGURE 1. Sequence alignment of A3 germ lines, A3 proteins obtained from patients and healthy individuals, and 6aJL2 germ line. The amino acid
residues are colored by relative conservation using the ALIGN program (54). The dots indicate gaps inserted to maximize the alignment. The top group
shows the A3germ line sequences, including the 6aJL2 germ line sequence. Green, slate, and purple triangles above the alignment mark the sites that
were mutated in 3rJL2, 3rJL2/Y, and 3rJL2/YA, respectively. Black rectangles above the alignment mark the potential aggregation regions predicted by
TANGO, PASTA, and Aggrescan servers. Framework (FR), complementarity determining regions (CDR), and joining (JL2) segments are indicated below
the alignment with pink, indigo, and gray stripes, respectively. The secondary structure elements of 3rJL2/Y are marked below the alignment. The middle
and lower groups comprise the A3 sequences derived from patients with AL amyloidosis and healthy individuals, respectively. The germ line sequences
were obtained from the VBASE database, and the A3 sequences derived from patients and healthy individuals were obtained from the National Center

for Biotechnology Information server.

and/or photo-physical damage of a Trp residue. Fluorescence
spectra of samples kept in the dark or illuminated during the
thermal melt were very similar, indicating that photo-oxidation
is not responsible for these differences. Size exclusion chroma-
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tography and electron microscopy analyses were performed to
know whether some type of aggregation would explain irrevers-
ibility. No detectable aggregates were found using both alterna-
tives (data not shown). The far UV CD spectra of 3rJL2/Y before
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FIGURE 2. Denaturation curves of A3 proteins. A and C, fraction of unfolded protein as a function of guanidine HCl concentration. The solid lines represent a
two-state fit of the data from 0 to 5 m of the denaturant. Band D, temperature-induced unfolding. The inset in B shows the fluorescence spectra of 3rJL2/Y and
3rJL2/YA. The filled symbols indicate denaturation, and the open symbols indicate renaturation. The 6aJL2 protein is shown for comparison purposes. The

calculated thermodynamic parameters are shown in Table 2.

TABLE 2
Thermodynamic and fibrillogenesis parameters of A3 proteins

The error shown is the standard deviations from three independent experiments. NA, not applicable, i.e. fibril formation was not observed after 70 h.

3rJL2/YA 3rJL2/YA/P7D 3rJL2/YA/P8S 3rJL2/YA/P40S 3rJL2/YA/148 M

Parameter 3mJL2 3rJL2/Y (CDR1) (CDR1/CDR3) (FR1) (FR1) (FR2) (FR2) 6aJL2
C,, (m) 1.6 0.1 180 14 *=0.1 09*0 1.3*0 1.3*0 1*£0.1 1.6+0
m —12*12 —-13*13 —-16 £ 1.0 —17 £ 1.8 —-14*12 —-17 15 —21*12 —14*12
T.(°C) 60 £ 0.8 63 +0.1 56 = 0.5 50 = 0.2 54 + 1.4 55+ 0.6 51 +0.7 49 £ 0.5
AG,; . (KJ/mol) 33 £0.7 37*29 31.3 0.2 22.1*£0.2 28 = 2.4 284 1.5 255 1.1 27 1.3
AH,; (KJ/mol) 317 £ 2 331.3 =26 332*5 291 =53 313.3 =294 312.7 =12 316.3 = 15.6 359.5 = 19.4
Growthrate (h™!) NA NA 0.08 £ 0.01 0.84 £ 0.28 NA NA 0.07 £ 0.01 1.20 = 0.24
e (h) NA NA 11.25 £ 5.22 9.24 * 041 NA NA 11.74 = 0.87 5.17 = 0.84

and after the thermal melt are not the same (Fig. 3), suggesting
that some sort of irreversibility not linked to aggregation is
present in this protein.

All of the recombinant A chain proteins previously analyzed
have shown reversible temperature-induced transitions. In

2582 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

addition to the buried Trp-35 in the hydrophobic core of all A
light chains, 3rJL2 contains a second tryptophan residue at
position 91, which is also present in most A3 light chain
sequences (Fig. 1). To simplify the interpretation of unfolding
transition reversibility followed by fluorescence, Trp-91 was
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FIGURE 3. Far UV CD spectra at different temperatures of A light chains. Unfolding and refolding traces correspond are shown as dashed lines and open
circles, respectively. CD spectra were recorded during heating and cooling of the same sample. The continuous lines represent the native protein. The refolding
of 3rJL2/Y, 3rJL2/YA, 3rJL2/YA/P7D, 3rJL2/YA/P4QS, and 3rJL2/YA/148M shows some changes in secondary structure as evidenced by the displacement of the
refolding trace beyond the minimum (215 nm) or approximately at the maximum at 225 nm. The far UV CD recordings were carried out using a 0.2-cm-path
length cuvette (200 wg/ml protein in 20 mm Na,HPO,, pH 7.5).
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changed to alanine (the equivalent residue present in the
sequence of 3m). This double mutant named 3rJL2/YA (3rJL2/
C34Y/W91A) showed superimposable unfolding and refolding
transitions. Far UV CD results indicate that the double mutant
recovered its native structure more significantly as compared
with the single mutant. The better recovering of native proper-
ties after thermal unfolding encouraged us to use this double
mutant as a template for the evaluation of the fibril formation
propensity of additional mutants generated by site-directed
mutagenesis.

It should be noted, however, that the thermodynamic analy-
sis of the double mutant showed that W91A change in
3rJL2/YA caused a significant destabilization, as demonstrated
by the AG decrement compared with that of 3rJL2/Y (Table 2).
The C,, and T, values decreased by 0.4 M and 7 °C, respectively
(Table 2). The unfolding of 6aJL2 was evaluated to assess the
thermodynamic stability difference between the A3 and A6 fam-
ilies. The results for 6aJL2 were similar to those previously
reported (22). Far UV CD data showed that 6aJL2 germ line is
completely reversible (Fig. 3). 3mJL2 and 3rJL2/Y had higher
T, values than 6aJL2, indicating that the A3 variable domains
are more stable (Table 2).

Structural Characterization—The asymmetric units of the
3m]JL2, 3rJL2/Y, and 3rJL2/YA crystal structures each contain
four monomers, and each monomer comprises residues 2—107
of the light chain variable domain. The crystallographic data
and refinement statistics are presented in Table 1. The super-
position of monomers from each of the structures showed a
backbone root mean square deviation between 0.4 and 0.9 A,
indicating that the global topology of the three models is similar
(Fig. 4). However, there are subtle backbone deviations between
the 3mJL2, 3rJL2/Y, and 3rJL2/YA structures at CDR1, CDR3,
the region around residue Pro-40, and the loop connecting
strands C” and D (Fig. 4C).

The conformation of the N-terminal region in 3mJL2,
3rJL2/Y, and 3rJL2/Y A was similar to that of 6aJL2 (13), includ-
ing the proline B-bulge between the two segments of strand A.
However, strand A in the A3 structures was shorter and only
comprised the segment after the B-bulge (Fig. 4B). The same
hydrogen bonds are formed between the carbonyls of Pro-7 and
Pro-8 in strand A and the carbonyls of Thr-103 and Lys-104 in
strand G in the A3 and 6aJL2 structures (Fig. 4B). 3mJL2 has an
insertion (Y95b) at CDR3 compared with the other A3 germ
lines (Fig. 1). The OH of residue Y95b formed a hydrogen bond
with the OE2 of residue E3, tightening the N terminus to the
core of the domain (Fig. 4B and Table 3).

We compared the A3 structures and 6aJL2 and found devia-
tions of ~2 A in the Ca position in the loop connecting
B-strands C and C’ (K39 to Q42) (Fig. 44). This difference has
been previously reported in AL proteins and may reflect the
high mobility of this region (16).

In the 3rJL2/Y mutant, Tyr-34 (at B-strand C) forms part of a
hydrophobic cluster with residues Tyr-32, Tyr-49, Leu-46, and
Trp-91 (Fig. 4D). Trp-91 forms an additional hydrophobic
interaction with Val-96 (Fig. 4D). The 3rJL2/YA mutant main-
tains the same hydrophobic interactions, with the exception of
position 91. The change from cysteine to tyrosine at position 34
increases this hydrophobic patch in 3r structures. Because the
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backbone conformations of 3rJL2/Y and 3rJL2/YA are similar,
we hypothesize that the W91A mutation (B-strand G) loosens
the contacts at B-strands C, F, and G, explaining the slightly
higher stability of 3rJL2/Y (Table 2) and the fibril formation
capacity of 3rJL2/YA (see below and Table 3). Our structural
analysis suggests that each germ line has a particular set of
contacts that stabilizes its structure.

Many variable domains and complete light chains form
dimers at physiological conditions (44, 45). Because the dimers
do not seem to be involved in fiber elongation, they could mod-
ulate the aggregation of pathological light chain monomers
(45). Therefore, variable domain dimerization could be a secu-
rity lock to prevent fiber formation. We analyzed the V-V
interactions in the crystal lattices of the A3 variants. In the
asymmetric unit of 3mJL2, each monomer interacted with
another monomer to form the equivalent of a Bence-Jones
dimer (Fig. 4E), whereas the 3rJL2/Y and 3rJL2/YA monomers
formed crystallographic dimers in which the second monomer
was rotated 180° with respect to the corresponding 3mJL2
monomer (Fig. 4F). The 3r monomers would only form the
equivalent of a Bence-Jones dimer with their symmetric part-
ners. At the center of the 3mJL2 B strand, the Arg-20 side chain
pointed toward the solvent, preventing the formation of the
alternate interface found in the 3rJL2/Y and 3rJL2/YA mutants,
whereas the Ser-20 side chain is buried in the crystal dimer
interface (Fig. 4F). It was previously proposed that the presence
of a charged amino acid at the center of an edge strand may
protect against the aggregation of proteins that contain a
B-sandwich structure (8). The majority of A3 germ lines and A3
variants isolated from patients presented an arginine residue at
position 20 (Fig. 1). The germ line 3r contains a Ser at this
position, and this is an important difference between 3m and 3r.
Presumably, Arg-20 may be one of the security locks that pre-
vent fibril formation in the 3m germ line.

PISA (Protein Interfaces, Surfaces, and Assemblies) (46)
analysis indicated that the 3mJL2 dimer interface contains
1,820 A? of buried accessible interface area. This value is signif-
icantly higher than the canonical crystallographic dimer inter-
faces formed by 3rJL2/Y, 3rJL2/YA, and 6aJL2 (1,546, 1,361, and
1,227 A2, respectively) and other dimer interfaces in antibody
fragments (Vi;-V,) and A light chains (V,-V;) (Table 4). The
size of the canonical interface of the 3mJL2 dimer would block
conformations prone to aggregation.

To rule out those possibilities, we assessed the oligomeriza-
tion state of the variable domains of 3mJL2, 3rJL2/Y, 3rJL2/YA,
and 6aJL2, previously analyzed by SDS-PAGE (Fig. 5). Different
protein concentrations (20, 50, and 200 pg/ml) were examined
through analytical size exclusion chromatography (Fig. 5). The
purified variable domains eluted as a single peak with an elution
volume corresponding to the molecular mass of a monomer
(Fig. 5). We did not observe any oligomeric species in the elu-
tion profile. We next performed guanidine HCI and tempera-
ture-induced unfolding experiments using the same protein
concentrations (20, 50, and 200 wg/ml) (Fig. 6). These results, in
addition to the hydrodynamic and thermodynamic data (Table
5), allowed the conclusion that the variable domains were
mainly monomeric at the protein concentrations evaluated.
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FIGURE 4. Structural differences and dimer interfaces of germ line 3mJL2 and the 3rJL2 mutants. A, superposition of 3mJL2 (green), 3rJL2/Y (yellow), and
3rJL2/YA (cyan) monomers showing the location of residues Pro-7, Pro-8, Pro-40, lle-48, and Ala-91 in 3rJL2/YA. The B-strands that form the variable domain are
marked with capital letters. B, the conformation of the N-terminal sheet switch region is similar in 3mJL2 and 3rJL2, including the B-bulge in strand A. The two
hydrogen bonds that formed between Pro-7 and Pro-8 in B-strand A and Thr-103 and Lys-104 in B-strand G are represented by dotted lines. In 3mJL2, the
additional residue at CDR3(Y95b) forms a hydrogen bond with E3, tightening the N terminus to the core of the variable domain. The 6aJL2 monomer is shown
in orange for comparison. C, superposition of the region between the Pro-40 and lle-48 of 3mJL2, 3rJL2/Y, 3rJL2/YA, and 6alL2. D, the unique hydrophobic
interactions that formed between Trp-91 and Tyr-34 in 3rJL2/Y are marked. Notice the additional stacking with residue Val-96. Residues Tyr-32, Leu-46, and
Tyr-49, which complement the hydrophobic patch, are shown. E, 3mJL2 (magenta and pink) presents the native dimer formed by most of the VL-VL crystal
structures. F, the dimers of 3rJL2/Y (green and pale green) and 3rJL2/YA (cyan and slate) present a different arrangement at their asymmetric units. 3rJL2/Y and
3rJL2/YA only form the native dimer interface with their corresponding symmetry partners. Residue Arg-20, located on the strand edge of 3mJL2, prevents the

formation of the arrangement observed in B).

Site-directed Mutagenesis of the Protective Edges Identifies a
Putative Fibrillogenic Region in 3r-derived Proteins—Proteins
rich in B-structures have structural features that prevent their
aggregation under harsh conditions or as a consequence of
mutations. Light chains have two such anti-aggregation motifs
that have been proposed to prevent intermolecular associations
of edge strands that could lead to aggregation and fibril forma-
tion (8, 47). The N-terminal region of A3 (residues 1-14) con-
tains a “sheet switch” motif, a structural feature in light chains
that is proposed to act as an anti-aggregation domain for
B-strands B and G. Prolines at positions 7 and 8 are highly
conserved in light chains (Fig. 1); these residues have been pro-
posed to stabilize the sheet switch (13) (Fig. 4B). The functions
of these residues were assessed using the 3rJL2/YA mutant.
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Pro-7 was mutated to aspartic acid, which is normally present
in the 3/ germ line. We named the resulting protein (3rJL2/
C34Y/W91A/P7D) 3rJL2/YA/P7D. We also mutated Pro-8 to
serine, the residue present at the equivalent position in the 2-19
germ line. The resulting protein was named 3rJL2/YA/P8S
(3rJL2/C34Y/W91A/P8S). The thermodynamic data for these
mutants are shown in Table 2 and Fig. 2. The thermodynamic
stability of 3rJL2/YA/P7D was significantly affected, whereas
the stability of 3rJL2/YA/P8S was unaffected as compared with
the double mutant (Table 2 and Fig. 2). Far UV CD data showed
that mutation at position 7 exerted a subtle influence on the
reversibility to the native structure. In the case of position 8, the
effect on the reversibility of thermal unfolding was minimal
(Fig. 3).
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TABLE 3

Comparison of interactions among specific residues of A3 and 6aJL2 proteins

Hydrogen bonds and hydrophobic interactions formed between residues of 3mJL2, 3rJL2/Y, 3rJL2/YA, and 6aJL2 (according to Kabat numbering). The hydrogen bonds and
hydrophobic interactions were determined with the Protein Interaction Server using criteria based on interatomic distances of =3.5 and 4.0 A, respectively, and the Protein
Interaction Calculator server (55). Dashes, hydrogen bonds or hydrophobic interactions are not present in corresponding proteins.

3mJL2 3rJL2/Y 3rJL2/YA 6aJL2
Hydrogen bonds
Glu-3 (OE2) Tyr-95b (OH) — — — — — —
Pro-7 (O) Thr-102 (OG1) Pro- (O) Thr-102 (OG1) Pro-7 (O) Thr-102 (OG1) Pro-7 (O) Thr-102 (OG1)
Pro-8 (O) Lys-103 (N) Pro-8 (O) Lys-103 (N) Pro-8 (O) Lys-103 (N) His-8 (O) Lys-103 (N)
— — — — — — Asn-31b (OD1)  Arg-25 (NH1)
— — — — — — Asn-31b (ND2) Tyr-91 (O)
Tyr-34 (N) GIn-89 (O) Tyr-34 (N) GIn-89 (O) Tyr-34 (N)  GIn-89 (O) Gln-34 (N) GIn-89 (O)
Tyr-34 (O) Q89 (N) — — — — GIn-34 (O) GIn-89 (N)
— — — — — — Gln-34 (NE2) Tyr-32 (0)
— — — — — — Gln-34 (OE1) Glu-50 (N)
— — — — — — Gln-34 (NE2) GIn-89 (OE1)
Ile-48 (O) Trp-35 (N) Ile-48 (O) Trp-35 (N) Ile-48 (O) Trp-35 (N) Ile-48 (O) Trp-35 (N)
Ile-48 (N) Trp-35 (0) Ile-48 (N) Trp-35(0) Ile-48 (N) Trp-35 (O) Ile-48 (N) Trp-35 (O)
— — Trp-91 (O) Tyr-32 (N) Ala-91 (O) Tyr-32 (N) Tyr-91 (O) Asn-31b (ND2)
— — Trp-91 (N) Tyr-32 (O) Ala-91 (N) Tyr-32 (O) Tyr-91 (N) Ser-90 (OG)
— — Trp-91 (NE1)  GIn-89 (OE1) — — — —
Hydrophobic interactions
Pro-7 Pro-8 Pro-7 Pro-8 Pro-7 Pro-8 — —
Tyr-34 Tyr-32 Tyr-34 Tyr-32 — — — —
— — Tyr-34 Leu-46 Tyr-34 Leu-46 — —
Tyr-34 Tyr-49 Tyr-34 Tyr-49 Tyr-34 Tyr-49 — —
— — Tyr-34 Trp-91 — — — —
Ile-48 Trp-35 Ile-48 Trp-35 Ile-48 Trp-35 Ile-48 Trp-35
Ile-48 Leu-73 Ile-48 Leu-73 Ile-48 Leu-73 Ile-48 Leu-73
— — Trp-91 Val-96 Ala-91 Val-96 — —
TABLE 4

Interface areas of different antibody formats

To calculate the interface area of the dimer, only the variable domain was taken into account. In the Fab structures, the constant domains were not included in the surface

calculations. The interface areas were calculated using PISA analysis (46).

Protein Interaction Format Area Protein Data Bank code
A"2

Human myeloma IgG Hil Vu-Vi Fab 1,551 8FAB
IgM rheumatoid factor V-V Fab 1,726 1ADQ
9004G in complex with Cn2 Vi-Vi ScFv 1,176 2YC1
CLE V.-V Light chain dimer (A3) 1,422 1LIL
LEN V.-V, Light chain dimer (kIV) 1,080 2LVE
AL-09 V.-V, Bence-Jones proteins (kI) 1,348 2Q1E
k1018/08 V,-Vp Light chain homodimer (germ line KI) 1,237 2Q20
3mJL2 V.-V, Light chain (germ line A3) 1,820 4A1Z
3rJL2/Y V.-Vp Light chain (germ line A3) 1,546 4AIX
3rJL2/YA V. -Vp Light chain (germ line A3) 1,361 4A]J0

Residues 40—-60 formed the other protective edge of light
chains and shield strands C and C" (Fig. 1). Residue Pro-40 was
of particular interest because it is highly conserved in both «
and A isotypes. Furthermore, residue Pro-40 of the multiple
myeloma LEN protein has been shown to confer stability onto
several amyloid-related light chains (14). We evaluated the role
of Pro-40 using the 3rJL2/YA/P40S mutant (3rJL2/C34Y/
W91A/P40S). We introduced this mutation based on the 3p
sequence, the only A3 germ line that does not contain a proline
residue at this position (Fig. 1). The thermodynamic parameters of
3rJL2/YA/P40S indicated that this change did not affect the stabil-
ity of the mutant protein (Table 2 and Fig. 2). Far UV CD data
showed that mutations at position 8 and 40 exerted a minimal
influence on the reversibility to the native structure. (Fig. 3).

We examined protein aggregation because it promotes amy-
loid fibril formation. The TANGO, PASTA, and Aggrescan
servers are useful bioinformatics tools to evaluate the propen-
sity of residues within a B-sheet to be facing one another on
neighboring strands (48 —50). Following these criteria, we iden-
tified four regions in A3 sequences (designated a—d) with dif-
ferent aggregation propensities (Fig. 7). Region b (residues
44.-50) obtained the highest scores. 3rJL2/YA was subjected to
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in silico amino acid scanning around this region to find key
residues that could modify its aggregation profile. When we
mutated the conserved residue Ile-48 to methionine or proline,
the servers predicted a decrease in the aggregation profile of
this region in 3rJL2/YA (Fig. 7). Several light chain sequences
contain a methionine residue at this position (Fig. 1). These results
motivated us to generate the corresponding mutants; however, we
were only successful on expressing the 3rJL2/YA/I148M (3rJL2/
C34Y/W91A/148M) mutant. Because Ile-48 is buried in the
hydrophobic core of the protein (Fig. 4C), the mutation to proline
presumably destabilized the mutant so severely that it was not
expressed. The thermodynamic results of 3rJL2/YA/I48M indi-
cated that this mutant showed a decrease in its thermodynamic
stability (Table 2 and Fig. 2). Far UV CD data showed that muta-
tion at position 48 exerted a moderate influence on the reversibil-
ity to the native structure (Fig. 3).

According to their thermodynamic parameters, the 3rJL2/
YA/P8S and 3rJL2/YA/P40S mutants were considered stable.
In contrast, 3rJL2/YA/I48M and 3rJL2/YA/P7D were the least
stable. In fact, the C_, and T,, values of 3rJL2/YA/P7D and
3rJL2/YA/I48M are characteristic of relatively unstable pro-
teins (22, 51). Based on the C,, and T, values, the stability of the
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dependence relationship with AG. The calculated thermodynamic parameters are shown in Table 5.

3r mutants can be ordered as follows: 3rJL2/Y > 3rJL2/YA >
3rJL2/YA/P40S = 3rJL2/YA/P8S > 3rJL2/YA/I48M > 3rJL2/
YA/P7D. The mutants had different transition slopes (m and AH
values) and different chemical and thermal unfolding curves
(Table 2 and Fig. 2, C and D). In other words, although the global
stability was not significantly altered, the cooperativity of the
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unfolding process was modified in each mutant. The thermody-
namic parameters as a whole showed that the more unstable
mutants were 3rJL2/YA/P7D and 3rL2/YA/I48M.
3rJL2/YA/P7D and 6aJL2 Have Similar Kinetics during in
Vitro Fibrillogenesis—One of the characteristics of amyloido-
genic proteins is their capacity to form fibers in vitro (18, 52).
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TABLE 5
Stability of A light chains at different protein concentrations

The errors shown are the standard deviations from two or three independent experiments. For thermal denaturation, only the values obtained from the denaturation curve

are shown. NA, not applicable.

Concentration Parameter 3mJL2 3rJL2/Y 3rJL2/YA 6aJL2
20 pug C,, (M) 1.7 0.1 1.8 +0.1 14 * 0.0 1.3+02
AG{,{ZO (KJ/mol) 24 £ 0.8 21 = 3.6 21 =22 11 =04
m (KJ/mol) —-14 £ 0.0 —11 %26 -15* 1.6 -9*16
T.(°C) 61.3 = 2.3 63.5 + 0.6 56.9 = 0.2 49.5 + 0.5
AG,; . KJ/mol 29.5 + 4 36 + 0.6 30.5 + 4.2 255 + 1.4
AH,;; KJ/mol 273 + 52.4 316.2 = 10 316.2 + 45.3 342 * 31.6
50 pg C,, (M) 1.6 £0.1 1.8*0 14 0.1 1.6 £0
AGH20 (KJ/mol) 21 0.9 24 +21 23+23 214+ 0.9
m (KJ/mol) —-12+1.2 —13 1.3 -16 £ 1.0 —-14 1.2
T.(°C) 60 *+ 0.8 63 = 0.1 56 = 0.5 49 = 0.5
AGys - (KJ/mol) 33 +07 37+29 31+02 27 +13
AH,; (KJ/mol) 317 £ 1.8 331.3 = 26 332 *+49 359.5 = 19.4.
Growth rate (h™?) NA NA 0.08 = 0.01 1.20 + 0.24
t; (h) NA NA 11.25 £ 5.22 5.17 = 0.84
200 pg C,, (M) 1.7 0.0 1.8+0 1.5*0.1 1.5*0.1
AGH20 (KJ/mol) 244+ 0.2 18 £0.3 21 = 0.6 20 = 3.1
m (KJ/mol) —15*0.1 —10 £ 0.3 —14*1.1 —14*£1.2
T, (°C) 61.6 +1 63 = 0.6 56.5 = 0.0 49=*0
AG,; . (KJ/mol) 31.6 £ 0.5 3712 30+ 1 255+ 0.8
AH,;; (KJ/mol) 289 + 2.7 328 = 6.4 321 £9.8 339 £ 11.3
3rdL2 3rdL2ry 3rdL2/YA
1004 100 100
i i -
i i - i -
i i i
| | -
% N -4 . ’ : . .
o b 0 L] a0 o a o O L] a0 0w
Arving acid sequence Arvin acid sequence
3rJL2/YA/I48P 3rdL2/YA/148M 3mJL2 6aJL2
W0 100 100 100
= — w0 = |-| = 5
E E j - i
g ™ g ™ i B ol
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FIGURE 7. Aggregation properties of 3rJL2 and 3mJL2 predicted from their amino acid sequences. Four regions with intrinsic aggregation propensity
were identified on the A3 sequences using the TANGO, PASTA, and Aggrescan servers. Only the representative TANGO prediction profiles are shown. The
regions are identified with letters in the 3rJL2 profile as a (residues 32-37), b (residues 44 -50), ¢ (residues 70-76), and d (residues 93-100). Region b, which
includes strand C’, has the highest aggregation score. The replacement of lle-48 by Pro or Met diminished or eliminated the aggregation score, respectively.
The fibril extension rate of mutant 3rJL2/YA/I48M was slower than that of 3rJL2/YA, confirming the importance of position 48 in B-sheet aggregation.
Surprisingly, there were no predicted aggregation regions in the 6aJL2 sequence.

3mJL2 and the proteins derived from the 3r germ line were
continually stirred to induce fibril formation. The fibril forma-
tion kinetics is illustrated in Fig. 84. 3mJL2 and 3rJL2/Y sam-
ples did not show any change in ThT fluorescence after 70 h
(Fig. 8A). These protein samples only became slightly turbid as
the experiment progressed. The transmission electron micro-
graphs showed the presence of amorphous deposits but no
amyloid fibrils (data not shown). This is in agreement with the
thermodynamic data, which indicate that both 3mJL2 and
3rJL2/Y are stable variable domains. Although the 3rJL2/YA
and 3rJL2/YA/I48M mutants are borderline stable, they formed
fibrils, as indicated by the significant increase in ThT fluores-
cence after 10 h of stirring (Fig. 84). The 3rJL2/YA and 3rJL2/
YA/148M mutant fibril formation kinetics showed slightly

2588 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

different nucleation times (t,,,) and growth rates. 3rJL2/YA
displayed a £,,, of 11.25 h and required 40 h for fiber exten-
sion. 3rJL2/YA/I48M showed a f,,, of 11.74 h and required a
longer time for fiber extension (56 h). 3rJL2/YA and 3rJL2/
YA/I48M showed similar growth rates, with a tendency of
3rJL2/YA/148M to form fewer fibers with slower kinetics
(Table 2).

3rJL2/YA/P8S and 3rJL2/YA/P40S did not form fibrils
despite being marginally less stable than their parental protein
(Fig. 8A4). The transmission electron microscopy of 3rJL2/YA
samples after fiber formation confirmed the presence of thin,
unbranched, individual fibrils, and amorphous aggregates (Fig.
8B). 3rJL2/YA/P7D fibers appeared to be long and slightly
curved, which is an unusual morphological feature. Smooth
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3mJL2

3rdL2ry
3rdL2/YA
3rJL2/YAIPTD
3rlL2IYA/PES
3rlL2/YA/P40S
BrdL2/YA/I4BM
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FIGURE 8. Fibrillogenesis in vitro. A, kinetics of the in vitro fibrillogenesis of A3 proteins. The 3rJL2/YA, 3rJL2/YA/I48M, and 3rJL2/YA/P7D mutants present
different lag phase (t,,,) and fiber extension times. In contrast, 3rJL2/Y, 3rJL2/YA/P8S, 3rJL2/YA/P40S, and 3mJL2 did not form fibrils. The 6aJL2 protein formed
fibrils under the conditions assayed at a similar rate as 3rJL2/YA/P7D. Samples containing 100 ug/ml protein were incubated in PBS at 37 °C under continuous
stirring. Fibril formation was monitored by changes in the thioflavin T fluorescence. The error bars represent the standard deviations from three independent
experiments. B, transmission electron microscopy analysis of fibrils. TEM images of 3rJL2/YA, 3JL2/YA/I48M, 3rJL2/YA/P7D, and 6aJL2 display the typical
morphology. The samples were collected from in vitro fibrillogenesis experiments (see “Materials and Methods”). The black bars indicate 100 nm.

bundles containing two to four well defined fibrils were easily
observed in this preparation (Fig. 88). This mutant was the least
stable with a £,,, of 9.2 h and a fibril formation plateau at ~20 h
(Table 2 and Fig. 8A). In the 3rJL2/YA/I48M mutant, there were
fewer fibrils compared with the amorphous deposits, but the
fibrils were organized as wide, rod-like bundles containing sev-
eral linear fibrils (Fig. 8B). 6aJL2 also formed fibrils under the
same conditions (Fig. 8B). According to the kinetics of fibrillo-
genesis, 3rJL2/YA/P7D and 6aJL2 have similar extension times
of ~10 and 8 h, respectively, but the nucleation time of 6aJL2 is
faster than that of 3rJL2/YA/P7D (5.17 and 9.24 h, respectively)
(Fig. 84 and Table 2). In addition, 6aJL2 had a faster growth rate
(Table 2).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this work provides the first
biophysical characterization of a A3 germ line and A3 germ
line-derived mutant proteins. Our initial hypothesis postulated
that the high association of the A3r germ line with AL is due to
the intrinsic thermodynamic instability of the corresponding
light chain. Thermodynamically, 3rJL2/Y and 3rJL2/YA should
be as stable as 3mJL2, a model protein that corresponds to a
nonamyloid A3 germ line (Table 2). We expected that 3rJL2/Y
would form fibrils in vitro because 3r is among the germ lines
most frequently associated with AL (6). However, we did not
find any fibrils in the recombinant protein sample (data not
shown). The relatively high stability of 3rJL2/Y may be attrib-
uted to the new interactions formed by residue Tyr-34 (Table 2
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and Fig. 4D), which may have also increased the expression level
of the protein. However, these results did not directly answer
whether the 3r germ line is intrinsically amyloidogenic.

Although 3mJL2, 3rJL2/Y, and 3rJL2/YA share similar ther-
modynamic properties, 3rJL2/YA was the only mutant that
formed fibrils in vitro. Structural comparisons indicate that the
WO91A mutation in 3rJL2/YA decreased its hydrophobic inter-
actions compared with the other A3 structures (Table 3). The
results indicate that mutations at positions Cys-34 and Trp-91
had opposite effects in the 3rJL2 derivatives. The mutation in
position 34 may have reinforced the interactions among the
B-strands C, F, and G, resulting in a more stable domain. The
second mutation, in position 91, may have diminished these
interactions rendering a less stable variant and more prone to
fibril aggregation (Fig. 4D).

The analysis of the triple mutants revealed the critical role of
Pro-7 and Ile-48 on the stability and fibril formation of the 3r
domain. Our results suggest a relationship between cooperativ-
ity and fiber formation, with m and AH being key parameters
that inhibit fibrillogenesis. A previous report stated that the
sheet switch at the N terminus of the light chains may impede
and edge strand-mediated aggregation (8). The 3rJL2/YA/P7D
mutant was less thermodynamically stable than 3rJL2/YA. The
decrease in the stability of mutant 3rJL2/YA/P7D is comparable
with the decrease in that of mutant 6aJL2/P7S (13). The P8S
mutation, despite causing a much lower effect on the stability of
3rJL2/YA/P8S, abolished fibril formation (Table 2). These
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results suggest that Pro-8 is important for fibril formation.
The analysis of the 6aJL2-derived mutants P7S and H8P and
the double mutant P7S/H8P revealed that only the mutation
in position 7 decreased the stability of the protein (13). Our
results confirm that position 7 contributes to the protective
role of the N terminus of the germ lines 3r and 6a. The
protective effect of the sheet switch against fiber formation
may depend on the combinatorial amino acid sequence of
residues 7 and 8. Furthermore, the similar features observed
in the mutants studied in the context of the 6a and 3r scaf-
folds suggest that the protective role of the B-bulge of
B-strand A (sheet switch) against fibril formation may be
conserved in the A family.

The substitution of residue Pro-40, located in the loop that
connects 3-strands C and C’, has been associated with amyloid-
osis in several k light chains, including BRE, ARN, WR, and
MCAG. In these proteins, the Pro-40 mutation enhanced their
fibril formation capacity (53). The 3rJL2/YA/P40S mutant did
not exhibit a significant change in stability compared with the
double mutant. A plausible explanation can be that residue
Pro-40 only establishes stabilizing interactions through the
peptide backbone (Table 3). Unexpectedly, this mutant did not
form fibrils like the 3rJL2/YA/P8S mutant.

As previously mentioned, the Ile-48 residue is conserved in A
families 3 and 6. The decreased thermodynamic stability of the
3rJL2/YA/I48M mutant is likely related to the presence of the
bulky methionine side chain, which may decrease the rate of
the fiber formation process without completely inhibiting it. It is
likely that the methionine residue induced a structural rearrange-
ment between strands C and C’, decreasing the self-complemen-
tation between the 3-sheets and restricting the correct coupling
of the monomers during fiber extension. In summary, position
48 seems to be important for maintaining the stability of the
light chain and, when disrupted, favors fiber formation.

Our analysis of the 3rJL2/YA/P40S and 3rJL2/YA/I48M
mutants indicates that loop 40—-60, which connects the two
B-sheets, contributes to fibril formation when the protein is desta-
bilized. The protection of loop 40-60 is associated with the
canonical V;;-V, interaction, which limits its exposure (Fig. 4E).

Importantly, although region 40 — 60 in germ lines 3m and 3r
presented a high B-aggregation profile score, the same region in
germ line 6a had a low score (Fig. 7). 6a differs from germ lines
3r and 3m in only three residues at this region (Fig. 1). Consis-
tent with these observations, minimal changes in the loop
40-60 are likely to modify its aggregation profile.

To the best of our knowledge, light chain dimerization has
been reported only in proteins isolated from patients, such as
the Bence-Jones proteins. Baden et al. (28) reported that the
monomeric form of germ line kI018/08 is more stable than its
dimeric form, and the opposite occurs for its amyloidogenic
counterpart AL-09, i.e. the dimer of this protein is more stable
than the monomer (28). The calculated interface areas of the
native dimers in the A3 crystallographic structures are very sim-
ilar to the Vi;-V; and V; -V, interfaces of several other antibod-
ies (Table 4). These observations led us to assess the presence of
dimers in the 3mJL2, 3rJL2/C34Y, 3rJL2/YA, and 6aJL2 pro-
teins through various methods. Our results indicated that the
variable domains are mainly monomeric at the protein concen-
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trations tested. It is possible that the A3 germ line proteins exist
mainly as monomers, similarly to kIO18/0O8. This is in contrast
to the variable domains isolated from patients with AL, in
which both monomers and dimers are present (28). Those vari-
able domains contain several mutations at different regions of
the interface, favoring the V; -V, interaction. Additionally, the
complete light chain or the variable domain plus a fragment of
the constant region may also promote V-V, interactions lead-
ing to dimerization.

In summary, our data indicate that the 3m germ line is rela-
tively stable and did not form fibrils in vitro. This is in agree-
ment with the very low percentage (2%) of 3m-derived proteins
in reported AL cases (6). Before a light chain acquires its fibril-
logenic potential, it has to accumulate destabilizing mutations
to generate new molecular interactions favoring fibril aggrega-
tion under micro-environmental conditions, such as pH, tem-
perature, and high local urea concentrations. In the mutants
derived from 3r germ line, we identified residues that affect the
stability of the protein, influence fiber formation, and alter their
anti-aggregation properties, similarly to previously reported
mutants (13, 28, 51).

The 6a and 3r germ lines show low polyclonal expressionin B
lymphocytes (2 and 8%, respectively). The percentage of AL
cases in which 6a is the germ line donor gene precursor can
reach up to 40%. Although 3r is expressed at a 4-fold higher
level than 64, the percentage of cases with 3r as the donor gene
precursor hardly reaches 20% (6). The differences in polyclonal
expression levels, stability, and fibril nucleation times and the
differential gain or loss of particular interactions between A6
and A3 light chains mutants may explain the different “aggres-
siveness” of these two A light chain families, of which 6a is the
most pathogenic.

The characterization of other germ lines will lead to a more
complete understanding of how changes in the original
sequence of a light chain domain can modify its protective
effect against aggregation. Determining how a germ line
domain gives rise to amyloidogenic variants will allow us to
understand why certain light chain subfamilies are highly
implicated in AL and to develop new therapeutic strategies.
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The method used to calculate the molar ellipticity of A light chains at different temperatures from far UV CD spectra shown in Fig. 3 was incorrect. The
calculations have now been performed correctly using the formula taken from Greenfield, N. . (2006) Using circular dichroism spectra to estimate protein
secondary structure. Nat. Protoc. 1, 2876 —2890 with [6] = millideg/(path length in millimeters X the molar concentration of protein X the number of
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