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RESUMEN

El calcio (Ca®") es un metal alcalinotérreo y es uno de los elementos mas importantes para
la vida. En la célula, el calcio se regula por varias proteinas, la mayoria de las cuales
pertenecen a la superfamilia de proteinas unidoras de Ca®" conocidas como EF-hand
(EFCaBPs). Estas proteinas se caracterizan por tener un motivo hélice-asa-hélice para la
unioén a calcio (EF-hand). A pesar de la enorme identidad encontrada entre estas proteinas,
sus funciones son diversas, lo cual es resultado en parte, de los diferentes cambios
estructurales que sufren cuando unen Ca”" asi como un ajuste fino de sus propiedades de
unién a Ca®’. Las EFCaBPs se dividen en dos clases funcionales: Sensoras de Ca’" y
moduladoras de Ca’", siendo el cambio conformacional inducido por la unién de calcio la
caracteristica principal que las distingue. Las proteinas sensoras presentan cambios
conformacionales importantes en los angulos inter-hélices (mayores a 60°) al unir calcio,
este cambio conformacional provoca la exposicion de superficies hidrofobicas, lo cual les
permite interactuar con sus blancos, y transducir la sefal. Por otro lado, las proteinas
moduladoras como la Calbindina Dy, muestran cambios conformacionales muy pequefios
con la unién a Ca*’ (dngulos menores a los 12°). Hemos estudiado el efecto de los
elementos estructurales secundarios del motivo EF-hand en el cambio conformacional,
utilizando como modelo un EF-hand de la proteina tipo sensor Troponina C (SCIII) y uno
de la proteina moduladora Calbindina Dy (CIbN). Para esto se construyeron motivos EF-
hand quiméricos que contienen el asa de unidn a calcio y/o la hélice II del modulo sensor
SCIII insertados en el modulo modulador de la Calbindina Dy (las principales diferencias
entre estos motivos consisten en el asa de unién a Ca>"y en la disposicion de los residuos
cargados en la hélice II). Mediante un sistema reportero basado en la enzima prefenato
deshidrogenasa (TyrA) de E coli., se pudo discriminar entre proteinas que presentan un
comportamiento tipo sensor de las de tipo modulador. La fusion de mddulos EF-hand a
TyrA estabilizan el dimero de TyrA mostrando actividad enzimatica, la cual, en el caso de
las fusiones que poseen un EF-hand tipo sensor, es dependiente de Ca**. De acuerdo a este
sistema reportero se determind que las variantes construidas presentan un comportamiento
tipo sensor.

En la presente tesis se determinaron las constantes de union a calcio aparentes para cada
una de las variantes mediante el seguimiento de la actividad del reportero a distintas
concentraciones de calcio.

Una vez caracterizados los modulos individuales se realizo la reinsercion de los modulos
EF-hand a la proteina Calbindina Doy wr, y se caracterizaron mediante dicroismo circular y
fluorescencia extrinseca. El comportamiento mas interesante se observo en las variantes
ClbDoxscir 'y ClbDog_picibnscnr que mostraron un aumento en su estructura helicoidal en
presencia de calcio, asi como un cambio de fluorescencia dependiente de Ca**. Con los
resultados obtenidos podemos concluir que tanto la reinsercion de un médulo sensor a la
proteina moduladora Calbindina Dokwr, asi como el intercambio del asa de unién a calcio y
la hélice II por los elementos correspondientes del mdédulo SCIII, son suficientes para
conferir un comportamiento sensor en la Calbindina Dy, demostrando que el asa de unién
a calcio y la hélice 2, los cuales proveen los residuos de aminoacidos que forman el sitio de
unién a calcio de un modulo sensor, son las unidades minimas en las que radica este
comportamiento.



INTRODUCCION

El calcio (Ca®") es un metal alcalinotérreo importante para la vida ya que participa en
procesos que van desde la mineralizacion hasta la sefializacion celular'. Muchas proteinas
se han adaptado para unir calcio a lo largo de un amplio intervalo de afinidades (nM a mM)
debido a que la lectura de las sefiales intracelulares debe ser finamente regulada®. La
habilidad del calcio para alterar campos electrostaticos locales y la conformacién de
algunas proteinas que lo unen son las dos herramientas usadas para la transduccion de

sefiales”.

En reposo, una célula excitable tiene concentraciones de Ca*" de aproximadamente 100 nM,
pero cuando se activa alcanza una concentracion de unos 1000 nM. Las sefiales de calcio
estan reguladas por varias proteinas, la mayoria de las cuales pertenecen a la superfamilia
de proteinas unidoras de Ca®" altamente idénticas conocidas como EF-hand (EFCaBPs)
#>6_Estas proteinas se caracterizan por tener un motivo hélice-asa-hélice para la union a
calcio conocido como EF-hand. El término EF-hand fue creado por Kretsinger y Nockold
en 19737 para describir el motivo de unién a calcio encontrado en la parvalbumina donde

las hélices que formaban dicho motivo en esta proteina se nombraron como E y F (Fig.
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Figura 1. Motivo EF-hand Ca™ °. Se muestra la estructura de un motivo EF-hand unido a un

ion Ca*"y su analogia con una mano.




En la mayoria de los casos, los motivos EF-hand se encuentran como pares adyacentes
formando un solo dominio globular, el cual es la unidad estructural y funcional basica de
unién a Ca** Motivo EF-hand Ca®" *!°. Las EFCaBPs se componen de uno o mas de estos

dominios globulares .

El motivo EF-hand es uno de los mas comunes encontrados en los genomas animales y se
encuentra ampliamente distribuido en toda la célula'' con mas de 600 dominios EF-hand
identificados en el genoma humano'?. En eucariotas se han identificado unas 70 subfamilias
que contienen de dos a doce EF-hand en tdndem. En la mayoria de las proteinas estudiadas

. . . . . 13.14
este motivo une calcio; sin embargo, existen algunas que unen magnesio >

. La mayoria de
estas proteinas son citosolicas. Cada una de las subfamilias muestran movimientos

. .y .1
particulares en respuesta a la union del calcio’”.

A pesar del enorme grado de identidad en secuencia encontrada en estas proteinas, la
respuesta a la union del calcio es diversa, dando lugar a una amplia gama de funciones en
procesos biologicos que van desde reguladoras de la concentracion de calcio en el citosol,
transductores de sefial entre compartimentos celulares, hasta funciones mas complejas
como la contraccion muscular'. La diversidad de sus funciones es resultado en parte de los
diferentes cambios estructurales que sufren cuando unen Ca>" ® asi como un ajuste fino de
sus propiedades de unién a Ca®" para que coincida con sus papeles funcionales en la

e . S 1316
deteccion y modulacion de las sefiales ™.

Las proteinas unidoras de calcio EF-hand pueden ser divididas en dos clases funcionales:
Sensoras de Ca*” y moduladoras de Ca®", siendo el cambio conformacional inducido por la

union del calcio, la caracteristica principal que las distingue (Fig. 2) *''

. Una comparacion
cuantitativa usando los angulos entre las hélices de cada EF-hand cuando tienen unido o no
el Ca®", muestra que las proteinas sensoras presentan cambios estructurales importantes en
los 4ngulos inter-hélices (mayores a 60°). En contraste, los proteinas moduladoras como la
Calbindina Do, muestran cambios conformacionales muy pequefios cuando une Ca”"

(4ngulos menores a los 12°), de manera que la conformacion libre de Ca®" y la

., . ., . 1
conformacioén de interaccion son similares !’.
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Ca?*

Figura 2. Diferencia en el cambio conformacional inducido por la uniéon del calcio en una
proteina moduladora y una sensora. La proteina moduladora Calbindina Dy se muestra en la
parte superior y la proteina sensora Calmodulina en la parte inferior. El cambio
conformacional inducido en la proteina sensora provoca un aumento en la superficie

hidrofébica accesible (en amarillo)'".

Proteinas sensoras de Ca*

La principal funcion de las proteinas sensoras es responder a una concentracién de Ca”"
libre y activar la via de senalizacion adecuada a través de un cambio conformacional
producido por la union del Ca*" *''® Este cambio conformacional provoca la exposicion
de superficies hidrofobicas, lo cual les permite enlazarse a sus blancos, y transducir la
sefial*®. Asi la transduccién de la sefial de calcio puede ser vista como un proceso de dos
pasos que engloba una activacion inicial de la proteina EF-hand por parte de la sefial i6nica,
seguida por la unién a un blanco''. Esta caracteristica se ha aprovechado para
caracterizarlas ya que el cambio conformacional les permite unirse a columnas
hidrofébicas'’ por lo que es sencillo determinar experimentalmente cuando una proteina
presenta esta propiedad. Caen dentro de esta clasificacion de EFCaBPs las subfamilias de
la calmodulina y el grupo de proteinas S100 las cuales responden a cambio espaciales y

temporales en concentraciones de calcio en el intervalo de 0.1-10 pM"’.
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El analisis de los cambios conformacionales en las proteinas calmodulina y troponina C,
indican que la union de los iones Ca®" genera el acercamiento de los sitios de union a calcio
del dominio causando un aumento en la distancia entre las hélices en el lado contrario del
dominio, mientras las cadenas laterales hidrofobicas en el centro de las hélices se mueven
escasamente debido a impedimento estérico. Este movimiento provoca la exposicion de

zonas hidrofobicas para la interaccion (Fig. 2)%.

A nivel molecular este cambio parece ser una consecuencia de la union del Ca®” por el asa,
donde para formar completamente la esfera de coordinacién del Ca>", el aminoacido
nimero 12 que estd demasiado lejos para unir al i6n Ca®’ directamente, tiene que
reposicionarse 2 A aproximadamente junto con el resto de la hélice saliente de la que forma
parte. Es este movimiento de la hélice lo que causa el cambio de conformaciéon en el EF-
hand. Con este movimiento la unién del i6n Ca®" es también estabilizada a través de la

., . . . 1
formacion de nuevas interacciones entre las posiciones 2 y 9 del asa'®.

La calmodulina es una proteina altamente conservada y se considera el arquetipo de las
proteinas sensoras EF-hand. Esta ampliamente distribuida en eucariotas e interacciona con
numerosas proteinas de manera tanto dependiente de calcio como independiente de calcio.
La unién del i6n Ca®" se da a través de un conector de 12 residuos que se denomina
canonico’. La secuencia canénica del motivo EF-hand se encuentra también dentro de
dominios de proteinas complejas como la miosina, asi como en proteinas como la

neuroligina, la troponina C y la proteina oncogénica MDM2".

Proteinas moduladoras de Ca**

Las proteinas moduladoras son un grupo pequeiio de proteinas involucradas en la

modulacion de la sefial y la homeostasis del calcio y muestran cambios conformacionales
, . . . ., ., + , .

minimos inducidos por la unién del ion Ca*", ya que sélo reorganizan algunas cadenas

14 ., . , .

laterales®'®. Por la naturaleza de su funcion, muestran afinidades mas altas y velocidades de
s 2+ J o e . 2+

unioén a Ca” mas répidas que las proteinas sensoras, por lo que son capaces de unirse a Ca

y regular la sefial del mismo, antes de que alcance el umbral detectable por las sensoras de

sefial®,
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Si bien estas dos clases de proteinas son claramente homodlogas, ain no se ha logrado
clarificar qué diferencias en la secuencia de los péptidos son las responsables de las
diferentes funciones determinadas por su afinidad, cooperatividad y la respuesta a Ca*", ni
cual es el mecanismo que les permite una vez que unen calcio, distinguir entre diversos
blancos celulares''. Por lo que las EFCaBPs muestran una sorprendente capacidad de
adquirir diferentes conformaciones en funcion del entorno (presencia o ausencia de iones de
calcio unido y/o de proteinas diana). Ademads, dichas diferencias conformacionales son
distintas entre las diferentes subfamilias, incluso bajo las mismas condiciones ambientales,

lo cual refleja la variedad de funciones en las que estas proteinas estan implicadas'?.

Estas caracteristicas representan un reto para establecer una relacion entre la secuencia,
estructura y funcién en las EFCaBPS y con ello poder manipular estas proteinas a nivel
celular con el fin de controlar las rutas de sefializacion como una herramienta importante

L o . ;6,12
tanto en aplicaciones terapéuticas como en biotecnologia *'.

Uno de los aspectos importantes para la comprension de esta relacion es el estudio del
papel que juega el asa de union a calcio en la cooperatividad, la afinidad y la selectividad
por los iones. Esta ultima caracteristica toma relevancia debido a que el contenido de Mg*"
en la célula en reposo puede encontrarse en concentraciones cuatro o6rdenes de magnitud
por arriba del nivel de calcio y estas proteinas tienen también la capacidad de unir este

metal'®.

Asas de union a calcio

La mayoria de los EF-hand funcionales encontrados en las proteinas unen el calcio
mediante un asa de 12 residuos aminoacidicos, la cual se considera el motivo candnico de
unién a calcio’. En ambas clases funcionales, la mayor parte del asa de unién coordina el
enlace mediante una configuracion de bipirdmide pentagonal, donde los seis residuos
aminoacidicos involucrados en la unidn se encuentran en las posiciones 1, 3,5,7,9y 12y
son denominados como X, Y, Z, -Y, -X y —Z respectivamente (Fig. 3)*'. Dos ligandos de
calcio provienen ademas de un carboxilato bidentado suministrado por la cadena lateral de
un aminoacido localizado en la hélice saliente, a tres residuos del extremo C del asa,

comunmente referido como el aminoacido numero doce del asa. Ademas la esfera de
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coordinacién suele completarse por una molécula de agua unida a una de las cadenas
laterales del asa. Varios de los residuos tienen roles individuales e identificables. El primer
residuo del asa juega un papel importante para definir un arreglo electroquimico preciso.
Una glicina conservada (56%) en la posicion 6 facilita el establecimiento de un giro de 90°
que permite a los ligandos de calcio restantes tomar las posiciones de coordinacion. El
octavo residuo del asa es un residuo hidrofobico altamente conservado (Ile 68%). El patron
de puentes de hidrogenos formados por la cadena lateral del residuo en la posicion nueve
inicia la hélice saliente. Finalmente el ligando bidentado de la cadena lateral de la posicion
12 es critico, tanto para la estructura como para la funcién del asa'®. Debido a estos papeles
definidos, varios residuos encontrados en los conectores de union a calcio de las proteinas
EF-hand estdn altamente conservados y contribuyen a la estabilizacion y correcta
formacion del sitio de unién'®. En las posiciones 1, 2 y 12 en asas de 12 residuos se
encuentran favorecidos los aminodcidos dacido aspartico, glicina y dacido glutdmico
respectivamente®’. Las asas EF-hand son ricas en aminoacidos cargados negativamente:
acido glutamico y acido aspartico, siendo el residuo de acido aspartico el mas comun y es el

. . s 2+18
atomo de oxigeno el encargado de la coordinacion con el Ca” .

Figura 3. Interaccion EF-hand- Ca®"’

. A) Interaccion de la proteina canodnica calmodulina
con Ca’*" (1EXR). B) Interaccion de la proteina no canénica Calbindina Dg. con Ca®" (

3ICB).
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Por otro lado, las asas no canonicas pueden ser clasificadas en varios grupos, los cuales
demuestran diferentes maneras por las cuales se establece una conformacion de bipiramide
pentagonal. El primer grupo, aunque contiene la misma longitud de doce residuos no usa
los ligandos canonicos para unir el ién Ca*". Un segundo grupo contiene un asa de once
residuos y estd presente en el motivo EF-hand 1 de la subfamilia de penta EF-hand. El
tercer grupo son los que tienen inserciones; una subfamilia completa, la S100s y proteinas
relacionadas incluyendo a la Calbindina Dy, contienen asas no candnicas en el motivo EF-
hand namero 1 denominado “pseudo EF-hand” (y-hand). La unién del Ca ** en este tipo de
asa es principalmente por carboxilos de la cadena principal. Para alojar la insercion de dos
residuos en la primera parte del asa, este segmento gira hacia afuera con los dipolos de los
grupos carbonilos de la cadena principal que proporcionan los ligandos unidores +X, +Y y
+Z. Interesantemente, la presencia de estos grupos ligandos inusuales no impide la
formacion de varios puentes de hidrogeno favorables, y al menos en el caso de la
Calbindina Dy, la alta afinidad por calcio se mantiene. La pérdida de coordinacion por una
de las cadenas laterales del asa, es compensada por la conformacién alternativa del asa que
permite al oxigeno de un grupo carbonilo de la cadena principal actuar como un ligando y

. L . e 18
mediante la coordinacion de una molécula de agua adicional .

Ciertas caracteristicas se comparten entre todos los tipos de asas EF-hand, tales como que
la unién del calcio es heptacoordinada con un arreglo de ligando en bipirdmide pentagonal,

. . . .y .7 + .
reflejando las preferencia de ligacion del ion Ca sobre otros iones’.

Apareamiento EF-hand

Los motivos EF-hand se encuentran como pares adyacentes y la influencia entre ellos es
importante. La cooperatividad de union para los iones de calcio es una propiedad funcional
esencial de la familia de proteinas EF-hand y es clave en las rutas de sefializacion de
.3 e ., 2+ . .,
calcio”, ya que minimizan la concentracion de Ca” requerida para alcanzar la saturacion
de las proteinas. Los EF-hand exhiben sensibilidades diversas al calcio reflejando la
2+ 18

habilidad intrinseca de union, asi como el grado de cooperatividad en la unién del Ca

La cooperatividad es especialmente importante en las proteinas sensoras debido a que les

15



provee la habilidad de funcionar como “on-off switches” respondiendo a cambios sutiles en

., . 11
la concentracion de calcio .

Usualmente, el dominio globular funcional se forma a partir de una sola cadena
polipeptidica, que presenta un conector entre los dos motivos®. Incluso se ha observado que
péptidos aislados que representan un solo motivo EF-hand, en presencia de calcio, son
capaces de adquirir la estructura hélice-asa-hélice desde un estado random coil y formar
homodimeros aunque con una afinidad por Ca>" varios érdenes de magnitud mas baja que
el EF-hand en la proteina completa. Por otro lado, se ha observado que al poner en solucién
péptidos, que de manera natural se encuentran apareados, da lugar a la formacion
preferencial de heterodimeros sobre homodimeros lo que indica una mayor afinidad en los
heterodimeros. Asi, estudios de cambios de aminoacidos en un EF-hand de una proteina,
han mostrado que pueden tener efectos fuertes en la afinidad por Ca’" de la EF-hand

~ 222
companera ™’ 3.

En el apareamiento de un par de motivos EF-hand, las cuatro hélices anfipaticas se
empaquetan perfectamente formando un nucleo hidrofobico. Este empaquetamiento
perfecto queda demostrado con la formacion de heterodimeros desde médulos EF-hand
individuales en presencia de Ca”" reportados previamente. El plegamiento de 4 hélices
permite cambios robustos en el empaquetamiento terciario sin que ocurran cambios
significativos en la estructura secundaria; sin embargo, también puede oponer resistencia a

. . . . 24
cambios conformacionales como es el caso de la Calbindina Dg,™".

Este apareamiento observado en los motivos EF-hand es estabilizado mediante un
andamiaje J que abarca las posiciones 6 a 8 del asa, los cuales forman una bisagra, de
manera que la rotacién de unos pocos enlaces permite el cambio conformacional inducido
por Ca** sin necesidad de un cambio conformacional mayor en los angulos inter-hélices en
algunas proteinas'®. Dupuis y colaboradores® encontraron que tal y como se ha reportado
previamente', este andamiaje, ademas de ser crucial para la apertura del EF-hand por la
unién a calcio, es también importante en el cierre, actuando asi como un switch para los
cambios conformacionales en las dos direcciones. La forma cerrada es estabilizada por la
tendencia de consolidacion/elongacion de la hoja B junto con las atracciones hidrofobicas

entre las hélices, mientras que la conformacion abierta es una consecuencia de la disrupcion
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de la hoja por la atraccion de cadenas laterales oxigenadas hacia el calcio, que conduce a
limitaciones espaciales (Figura 4)°. Incluso la diversidad de las conformaciones EF-hand ha

. . .1
sido atribuida a este andamio'®.

Se ha encontrado en estudios

realizados en la Calbindina Dgy,
 |eicB que la comunicacion eficiente

EF-hand 1

sitio-sitio es mediada por el

empaquetamiento del nucleo

i"e'h‘c M - hidrofébico de ambos EF-hand,
= ‘ =
D hGiIWI’ P Helix D | Ct :
A SR LR estos residuos se encuentran
EF-hand 2

incluso distantes al sitio de
union a calcio. Sin embargo, no
es posible aun identificar qué

residuos en el nucleo

3 -; D hidrofobico son los mas
Ve 2 P
@'{;;{-’lx O importantes para la
R P Helix D | Ct 5
e s, cooperatividad®. Las
EF-hand 2
interacciones del nucleo

Figura 4. Transicion holo (superior) y apo (inferior) del hidrofébico son  también

.. 8
andamiaje importantes para la

preformacion y estabilizacion estructural de los sitios de unién del Ca®" y afectan ademas
las propiedades de union al ligando de una proteina, incluso en ausencia de contactos
directos entre los residuos del nucleo y el ligando®. Se ha observado que el intercambio de
EF-hand entre proteinas modifica este empaquetamiento y con ello la interaccion con sus

2
blancos?®.

Otro mecanismo molecular de cooperatividad positiva implica contactos inter-hélices. Se
ha propuesto que la fuerza de las interacciones inter-hélices es uno de los principales
determinantes de la cooperatividad en las proteinas EF-hand'®. Nara y colaboradores®’
reportan que la conformacion de la region de la hélice a F es vital para la afinidad de unién

a calcio de los motivos EF-hand.
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En ambos mecanismos moleculares de cooperatividad positiva el ligando —Z (Glul2) juega
un papel esencial. Glul2 sirve como un ligando en la coordinacion de tipo bidentado que al
interaccionar con el Ca®" conduce a cambios conformacionales que son transducidos al

segundo EF-hand'®.

A pesar de que la habilidad de los pares EF-hand a unir calcio mediante cooperatividad
positiva es casi un dogma central en este campo, hay varios ejemplos de proteinas que
contienen EF-hand que no parecen unir calcio de esta manera. Los sitios de union en esas
proteinas con unioén no canodnica pueden ser divididos en dos clases. La primera es definida
como sitios secuenciales independientes, donde no se observa cooperatividad entre ellos, y
la concentracion de calcio a la cual llegan a estar ocupados es determinada por su afinidad
intrinseca. La segunda clase de EF-hand son los sitios secuencialmente cooperativos donde
la unidn secuencial observada esta estructuralmente ligada, y el orden de ocupacion de los

.. T 1
sitios es indistinto 8.

Los efectos conformacionales de la cooperatividad son de dos tipos: estructurales y
dindmicos. Los efectos dinamicos de la cooperatividad positiva son dominados por factores
entropicos. Los cambios en la flexibilidad de las asas EF y movimientos internos del nucleo
del dominio conducen a cooperatividad positiva en la uniéon. A medida que la union del
primer i6n de calcio paga tanto los costos estructurales de la reorganizacion como los
costos entropicos de la pérdida de flexibilidad dindmica interna, el segundo i6n se une con

mayor afinidad'®.

Por tltimo, se ha observado que variaciones en la organizacion de los dominios contribuyen

. . .. 1
de manera significativa a la selectividad por sus blancos'”.

Afinidad

Entre los factores que gobiernan la afinidad hacia el calcio en las proteinas estan el nimero
y contribuciones de atomos de oxigeno de la cadena principal y/o de las cadenas laterales
que directamente coordinan al metal, las superficies cargadas, los contactos que se
establezcan entre el asa de unidn a Ca®" y las hélices, la preformacion del sitio de union en
el estado libre de calcio, cambios conformacionales, asi como las cadenas laterales que

estabilizan moléculas de agua que coordinan al i6n . La afinidad es también dependiente de
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la posicion exacta de los grupos coordinantes cargados y de la naturaleza de largo alcance

. . : 25,28
de las fuerzas electrostaticas de residuos cargados a aproximadamente 15 A*~*,

Se ha observado que las moléculas de agua completan la esfera de coordinacion del calcio
de manera directa, o en algunos casos, los enlaces de hidrégeno que estas moléculas
establecen con la cadena principal o cadenas laterales de la proteina pueden contribuir
favorablemente a la afinidad por calcio. Un ién Ca®" solvatado estd regularmente
coordinado por 6 a 8 moléculas de agua en su primera capa de hidratacion. La liberacion de
estas moléculas de agua luego de la unién del Ca’" en una proteina, provoca una
contribucion entropica favorable. Mientras mas moléculas de agua sean liberadas, mayor es
la contribucién. Sin embargo, para llevar a cabo una coordinaciéon del iéon Ca®’, se
mantienen una o mas moléculas de agua en la esfera de coordinacion del calcio en la
proteina. La conservacion de una o mas moléculas de agua podria facilitar la dindmica del
i6n. Mantener moléculas de agua en su esfera de coordinacion puede ser una forma de
modular la afinidad, impidiendo afinidades muy altas que en algunos casos pudieran ser

. 28
inadecuadas™".

Finalmente, la afinidad de un EF-hand por calcio puede ser afectada por la presencia o
ausencia de interacciones intermoleculares. El incremento de la afinidad debido a
interacciones intermoleculares puede deberse a tres consecuencias de la union al blanco:
Primero, la naturaleza anfipatica de péptidos diana permite proteger las zonas hidrofobicas
expuestas que resultan de la union al calcio en las proteinas sensoras como la CaM, ya que
este fendmeno es entropicamente favorable, asi, el hecho de que un péptido cubra esta zona
provoca un aumento en la afinidad. En segundo lugar, debido a la interacciones
intermoleculares, hay una disminucion en la tasa de disociacion del calcio lo cual conduce a
un aumento en la afinidad y finalmente debido a la estabilizacion del estado unido a calcio
por la union al blanco. Este fendmeno tiene importancia fisiologica debido a que en algunas
proteinas la afinidad a calcio so6lo es fisiologicamente relevante cuando el péptido esta
unido, aunque esta interaccion puede también tener efectos negativos en otras proteinas de

este tipo' .

Las bases moleculares que determinan un comportamiento sensor sobre uno modulador y

viceversa, especialmente aquellas responsables del cambio conformacional inducido por el
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calcio han sido objeto de estudio durante mucho tiempo. Sin embargo, aunque se ha
avanzado mucho en el conocimiento de estas proteinas, no se ha alcanzado un

entendimiento completo de este proceso.

Uno de los enfoques usados para lograr este objetivo es la ingenieria de proteinas, que
pretende disefiar cambios en la secuencia de proteinas moduladoras para conferirles un
comportamiento sensor. Asi como para definir las bases moleculares que confieren el
comportamiento a cada grupo en presencia de Ca*". Dos de las proteinas mas usadas en este
ambito, ademas de la calmodulina son la proteina moduladora Calbindina Dy y la proteina

de tipo sensor Troponina C.

Calbindina Dy

La Calbindina Dy esta involucrada en amortiguar el calcio intracelular y/o la absorcion en
la membrana del borde en cepillo intestinal y su internalizacion. La Calbindina Dok puede
ayudar a controlar la forma de la onda de senal inducida por calcio, tanto espacial como
temporalmente, ademas de remover iones potencialmente dafiinos del citoplasma. Sin

: ’ .. ;. - - . . 2
embargo la relevancia de esta proteina en condiciones patologicas in vivo es incierta®.

Calbindina Dgx es una proteina de

aproximadamente 9 kDa, monomeérica o
a pH fisiologico (7-7.5) y altamente

estable®™. Consta de 75 residuos que EF1
se organizan en dos motivos EF-hand EF2
que se empaquetan formando un
dominio globular (Figura 5). Las
constantes de union a calcio
reportadas por Linse y colaboradores”

son de 2x10° M y 4x10° M y no

sufre cambios estructurales evidentes

al unir calcio. Se ha propuesto que el Figura 5. Calbindina Do’. Se muestra los dos

residuo Glu60 contribuye de manera ) ) ., -
motivos uniendo cada uno un i6n de Ca“".

importante a la afinidad de calcio
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mediante la estabilizacion de una molécula de agua que participa en la esfera de
. .7 .7 2+ y . . . .
coordinacién®. La unién a Ca®" es un fenémeno cooperativo mediado por interacciones
.. .. . 3 o . ., .
sitio-sitio altamente efectivas’. Sin embargo, se ha visto que la concentracion de electrolito
, .. 31 . .
en la que se encuentra la proteina afecta la cooperatividad’ . Un aspecto significativo para
la alta afinidad mostrada por esta proteina, es la estabilizacion preferencial de la forma

cargada de calcio por parte de los residuos del nucleo hidrofobico™.

Una caracteristica importante de esta proteina es que contiene un EF-hand no canoénico en
la region N terminal, tal como sucede en las proteinas de la subfamilia S100 dentro de la
que se ha agrupado. Esta asa no candnica es de 14 residuos y 4 de los 7 ligandos de unién a

calcio son provistos por atomos de oxigeno de la cadena principal.®

La Calbindina Dy no tiene puentes disulfuro y 27 de sus 75 residuos estan cargados a pH
neutro dando una carga neta de -7. Esto conduce a una repulsion carga-carga que
desestabiliza la forma apo. No obstante, la proteina es mantiene su estructura, indicando la
importancia de las interacciones entre residuos del nucleo hidrofobico?*. Las estructuras de
la Calbindina Dy en las formas holo y apo, revelan una distribucion de cargas asimétrica
con una predominancia de cargas negativas en el sitio de union a calcio y a su

alrededor*?!.

En esta proteina la respuesta conformacional de la union a calcio es minima y el proceso no
conduce a la exposicion de residuos hidrofobicos *°. La hipétesis de la preformacion del
sitio de unioén a calcio intenta explicar por qué la Calbindina Doy no sufre un cambio
conformacional al unir calcio y asume que es debido a que la posicion de sdlo un niimero
limitado de cadenas laterales de ligandos a Ca** son diferentes en los estados apo y holo. La
hipoétesis de la preformacion del sitio de union implica que la proteina sensora Troponina C
adopta la conformacion abierta en el estado cargado por que la conformacion cerrada es
desestabilizada cuando une el calcio. Esta desestabilizacidon no ocurre en la Calbindina Dy,
sin embargo, es posible que la Calbindina Do, no ocupe la conformacion abierta porque ésta
es desestabilizada por problemas como el excesivo grado de exposicion de residuos
hidrofébicos o a un conflicto de empaquetamiento del niicleo hidrofobico. Estas propuestas

6
no son mutuamente excluyentes’.
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Algunos de los trabajos realizados con esta proteina con el fin de determinar qué residuos
de aminodcidos controlan los cambios conformacionales inducidos por el calcio, asi como
la importancia de las interacciones que regulan su estructura y funcidon se describen a

continuacion.

Julenius y colaboradores caracterizaron el efecto de cambios en los aminoacidos
hidrofobicos en la estructura y propiedades de plegamiento de la Calbindina Dgg. Sin
embargo, encontraron que la desestabilizacion del nucleo hidrofébico no es suficiente para
inducir una afinidad hacia ANS dependiente de calcio tal y como se observa en las
proteinas sensoras aunque si para afectar su estabilidad y funcion. Demostraron también
que la proteina puede tolerar grandes alteraciones que no se reflejan de manera drastica en
la estabilidad y puede retener su plegamiento y respuesta conformacional a la unién a

calcio™.

Bunick y colaboradores disefiaron la calbinmodulina (CMB1), una Calbindina Dgy
modificada que contiene 15 cambios para responder a la uniéon a calcio con un cambio
conformacional similar al observado en la calmodulina. Dichos cambios se realizaron en la
zona de interaccion entre las hélices 1 y II para romper la preformacion de la apo
Calbindina Dgy. Si bien la variante CMBI1 sufre apertura de las hélices, este movimiento no
es equiparable al observado en la Calmodulina. Ademas la superficie hidrofobica expuesta
es también menor a la observada en CaM, lo cual se explica porque el conector entre los
dos modulos EF-hand hace contactos significativos con el nucleo hidroféobico en CMBI1

pero no en CaM®.

Por otro lado. Johansson y colaboradores®® realizaron cambios puntuales en la Calbindina
Dok (JoMut) con el fin de alterar el plegamiento de este pseudo EF-hand hacia un
plegamiento canonico, reteniendo ademas la afinidad a calcio. Los cambios en el EF-hand
canonico consisten en el cambio de los aminoacidos A15D y P20G, y la eliminacion de los
residuos A14 y N21, esto debido a que consideran como caracteristicas fundamentales para
tener este comportamiento el tener un asa de 12 residuos y una glicina en la sexta posicion
y que la coordinacion del ién Ca*" cambie a ser coordinado principalmente por los
carboxilatos de las cadenas laterales como en las asas canodnicas. Si bien este grupo logréd

. . ., + . . ., . .
un cambio en la coordinacion del Ca** hacia una coordinacion principalmente por cadenas
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laterales tal como sucede en un asa candnica, asi como mantener la estructura de la proteina
completa y que la constante de union a calcio fuera tan alta como en el EF-hand canénico.
Este cambio no indujo el cambio conformacional dependiente de Ca*" en la proteina
completa, de manera que el hecho de tener dos asas candnicos no es suficiente para tener

. . ) N
cambios conformacionales dependientes de Ca”".

Troponina C

La Troponina C es la proteina de unidn a calcio activa en el complejo Troponina y es la

. 32
responsable de desencadenar contracciones musculares

La Troponina C (TnC) es una proteina de 18 kDa que posee un 66% de estructura de hélice
a. Estd formada por 4 motivos EF-hand organizados en dos dominios globulares (extremos
N y C) unidos por un conector flexible de 31 residuos (Figura 6). El extremo C contiene los

.. . 2+
sitios con mayor afinidad a Ca

Iy IV (Ka~10" M) y se cree
que estan siempre ocupados, ya
sea por calcio o magnesio
(Ka~10° M™). Los sitios I y II
forman el extremo N y
representan los sitios de baja

afinidad (K,~10° M) y regulan

la contraccion del musculo. Esta

proteina presenta dos isoformas Figura 6. Troponina C. Representacion en listones de

, . [ 2+
en musculo estriado, musculo la proteina Troponina C. Se muestra el i6n Ca” y las

esquelético (sTnC) y musculo cadenas laterales de los residuos de aminoacidos que

cardiaco-esquelético (cTnC) lo une en el dominio C-terminal (4TNC).

21,2 .. - PN
2333 Qe ha observado que la posicion 2 del asa de unién a Ca®* en los EF-hand de mayor
afinidad en varias Troponinas es un residuo basico (lisina o arginina) lo que sugiere que

puede ser de importancia para la afinidad alta®*.
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La unién de dos iones calcio en el extremo N de TnC induce un cambio conformacional
que afecta la interaccion de TnC con Tnl que finalmente conduce a la contraccion
muscular. El andlisis en el extremo N de la Troponina C muestra que no hay un cambio en
la estructura secundaria luego de la unidn al calcio, de manera que el incremento en la
elipticidad negativa observada por dicroismo circular no se debe a cambios en la estructura

secundaria sino a cambios en la estructura terciaria’".

El uso de péptidos sintéticos que equivalen a un
motivo EF-hand ha sido empleado para estudiar
las propiedades de unidn a calcio de un sitio y
compararlo ya sea con su par en el EF-hand o
con un EF-hand de otras proteinas y determinar

asi posibles interacciones entre los sitios.

Un dominio altamente estudiado en esta proteina
es el C terminal que va del residuo 90 al 162, el -1 eCay

cual se compone de dos motivos EF-hand, uno

va del residuo 93 al 126 (SCIII) y el otro lo Figura 7. Dimero SCII”. Se muestra el
forman los residuos del 129 al 162 (SCIV). EI homodimero de los modulos SCIII. Se
motivo SCIII estd formado por dos a-hélices representa las hélices como cilindros y

: Ca2
entre los residuos E95-D106 y E116-E123 y una 108 iones " como esferas.

hoja B corta que va de Y112 a D114 en presencia de calcio®'>"°,

Con el fin de estudiar los efectos que las interacciones hidrofobicas y electrostaticas tienen
en la estructura de la proteina, asi como para comparar las propiedades de union a calcio de
un sitio con respecto a la proteina completa o su interaccion con otros péptidos, Shaw y
colaboradores sintetizaron un péptido de 34 residuos que representa el sitio de alta afinidad
IIT de la Troponina C (SCIII). En este estudio encontraron que este péptido en ausencia de
Ca”" no se estructura de manera que aparece como random coil y en presencia de calcio
adopta la estructura EF-hand, ademas de la formacion de dimeros simétricos de estructura
similar al encontrado en el extremo C de la Troponina C (Figura 7). En TnC, los residuos

hidrofobicos en la interface de la hélice N terminal del sitio III forman un cluster aromatico
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con residuos de la hélice C terminal del sitio IV. De manera similar, un nacleo alifatico se
forma entre las otras dos hélices de los sitios. En este apareamiento, las interacciones
hidrofébicas ocurren entre las cadenas laterales de F102 con F151 y F154 y de L98 con
F154 para las hélices N-III y C-1V. En la interface C-III y N-IV, L118 y 1115 interactiian
principalmente con 1134 y M138. Por otro lado, las interacciones hidrofobicas encontradas
en el dimero SCIII, son establecidas por los residuos de la hélice N terminal L9§, A99,
A101, F102 de un motivo, con los residuos 1115 ,L118, G119, L122 de la hélice C
terminal de otro®. Se propone que el mecanismo para la dimerizacion de SCIII consiste en
que la unién del calcio de un péptido SCIII induce su estructuracion a una hélice-asa-hélice.
Este péptido se une a una molécula apo-SCIII provocando que se estructure y formando asi
el dimero que luego une el segundo calcio. Las constantes de disociacion encontradas en el
péptido aislado SCIII son de 3 uM y ImM, comparado con 20 nM en un fragmento que
contiene ambos sitios II1 y V23739 Ademas, se ha observado que péptidos con la hélice N
terminal mas corta, muestran afinidades significativamente mas bajas, debido a que la
hélice N terminal es la region inducible por el Ca**, siendo la hélice N terminal, la que

. . . ., . ., ., 2+ 40
realiza una importante contribucion en la estabilizacion de unién a Ca“".

Osuna y colaboradores*! estudiaron los motivos EF-hand N terminal de la Calbindina Doy y
SCIII de Troponina C y lograron conferir al dominio modulador un comportamiento sensor
mediante el intercambio de elementos de estructura secundaria completos (elementos
helicoidales y el asa). El comportamiento sensor adquirido por el motivo modulador fue
determinado so6lo mediante un sistema reportero que discrimina médulos EF-hand sensores
de moduladores; sin embargo, falta evaluar si éstas variantes son capaces de alterar la

conformacion de la proteina completa cuando son reinsertados a ésta.
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ANTECEDENTES

Osuna y colaboradores”, estudiaron el efecto de los elementos helicoidales en el cambio
conformacional de los motivos EF-hand de la proteina tipo sensor Troponina C y en el N

terminal de la proteina moduladora Calbindina Dyy.

Para estudiar el efecto de los elementos estructurales secundarios en las diferentes
respuestas a calcio de ambas proteinas, se realizé inicialmente un analisis de las secuencias
de un motivo EF-hand de cada una de las proteinas: El motivo SCIII de Troponina C (EF-
hand candnico) y el motivo N terminal de la Calbindina Dyy (CIbN). Las hélices de estos
moddulos guardan aproximadamente un 40% de identidad y un 60% de similitud en sus
secuencias. Las principales diferencias entre los motivos EF-hand SCIII y CIbN consisten
en el asa de uniéon a Ca*" y en la disposicion de los residuos cargados en la hélice C
terminal. Asi, se construyeron motivos EF-hand quiméricos que contienen la hélice II y/o el
asa de union a calcio del mddulo sensor SCIII insertados en el modulo modulador de la

Calbindina Dgx. La figura 8

muestra la secuencia de los

, . , H1 H2
dOS modulos anahzados as1 M
como las quimeras
resultantes. Los aminoacidos KSEEELANAFRIF DKNADGYID IEELGEILRATG  SCIII
KSPEELKGIFEKY AAKEGDPNOLS KEELKLLLOTE ClbN
b d 1 SCIII KSPEELKGIFEKY DKNADGYID IEELGEILRATG  HI1C1bN-SCIII
subrayados €n cl asa KSPEELKGIFEKY DHENADGYID KEELKLLLOTE H1HZC1bN-SCIII

representan los residuos de Figura 8. Secuencia de aminodcidos de los motivos SCIII,

aminoacidos que se desvian  CIbN y motivos quiméricos®'.

del consenso. Los residuos

marcados en CIbN indican los residuos cargados diferenciales con SCIIT*'.

Las proteinas quimeras fueron analizadas mediante el sistema reportero desarrollado por
Osuna y colaboradores *' que permite discriminar entre un motivo EF-hand sensor y
modulador, mediante cambios en la actividad del reportero en presencia de calcio . Este
sistema reportero consiste en la fusion de la enzima prefenato deshidrogenasa de E. coli
(TyrA) al médulo EF-hand y se basa en el hecho de que los modulos EF-hand individuales

. . ’ <. 34
tienen la capacidad de formar homodimeros estables en solucion™.
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Por otro lado, el dominio prefenato deshidrogenasa (TyrA) de E. coli es parte de una
proteina bifuncional (Proteina T) que se encuentra fusionada a la corismato mutasa. Para su
funcioén necesita formar un homodimero; sin embargo, por si sola TyrA no dimeriza, sino
que depende de la corismato mutasa. La propiedad de homodimerizacion de los motivos
EF-hand permite estabilizar a TyrA cuando se construye una proteina de fusion en la que se
reemplaza el gen de la corismato mutasa por un modulo de EF-hand produciendo asi una
enzima homodimérica activa. Esto demuestra que en el contexto de la proteina de fusion, es

posible la formacion de

dimeros aun en ausencia
de Ca® a diferencia de
los reportes previos
donde se  analizan >
s e .
péptidos  individuales, £ 700
. 4]
los cuales necesitan de e
T
. >
Ca*™ para adquirir su -
o
estructura 'y con ello 2
1]
formar dimeros. &
A r 0%l
Ademas, se encontrd 1MMEDTA -+4= =—+= =+= =—+4-= =—+-
ue el Ca* uede emM@at  m-d mow o mod ook o
q p T-Protein SCIl  ClbN Fé%iﬁ“ H1H2,,
.. scill
regular la actividad de
TyrA en las Figura 9. Comparacion en la actividad de TyrA en las proteinas de
construcciones fusion y la proteina T. Las barras blancas representa la actividad
. 41 . 1
generadas (Figura 9)"". observada en ausencia de EDTA y Ca, las barras en color gris

Los resultados en el representan a la proteina en presencia de 1 mM de EDTA vy las
contexto de la proteina barras en color negro en presencia de 2 mM de Ca** o

de fusion indicaron que la sustituciéon de 14 residuos del conector que une Ca*" del motivo
modulador con el conector de 12 residuos del motivo sensor EF-hand SCIII es suficiente
para generar un cambio en la actividad del reportero, lo que sugiere un cambio
conformacional dependiente de Ca*" *'. Sin embargo, la demostraciéon de dicho cambio no

esta completamente elucidado y es uno de los objetivos del presente trabajo.
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En el presente proyecto se busca caracterizar si dichas construcciones modifican el
comportamiento de la proteina Calbindina Dy, completa cuando son reintegradas a ésta. Por
otro lado, construimos el disefio reportado por Johansson y colaboradores, que
aparentemente no es capaz de inducir el cambio conformacional una vez integrado a la
proteina completa y fusionarlo a TyrA como parte de la validacién de nuestro sistema

reportero.
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HIPOTESIS

La sustitucion del asa de unidn a calcio o es asa de union a calcio y la hélice II por los
equivalentes del motivo sensor SCIII en la proteina Calbindina Dy, es suficiente para

. . . . —+ ’
conferir un cambio conformacional dependiente de Ca®" en la proteina completa.

OBJETIVOS GENERALES

Analizar el cambio conformacional de los motivos EF-hand mediante técnicas
espectroscopicas que complementen el analisis mediante el sistema reportero EF-hand-

TyrA.

. . . . . .y 2+
Analizar el cambio conformacional de la Calbindina Dy, en respuesta a la unién de Ca

cuando el motivo N-terminal es remplazado por los motivos quiméricos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar el cambio conformacional del EF-hand en el contexto de fusién a TyrA en
respuesta a la union a Ca”", usando técnicas de dicroismo circular (CD), fluorescencia y el

seguimiento de la actividad enzimatica del reportero.

2) Construir el disefio JoMut™ fusionado a TyrA para determinar su comportamiento en

nuestro sistema reportero.

3) Reintegrar los motivos EF-hand analizados a la molécula de Calbindina Dy, y
determinar mediante técnicas de CD y fluorescencia si existe un cambio conformacional en

la proteina completa y compararlos con la Calbindina Doy WT.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental para llevar a cabo los objetivos se dividié en dos partes:

PARTE 1. ANALISIS CONFORMACIONAL DE LOS MOTIVOS
INDIVIDUALES HICLBNSCIII, HIH2CLBNSCIII Y DEL DISENO
REPORTADO POR JOHANSSON Y COLABORADORES (JOMUT) EN
EL CONTEXTO DEL SISTEMA REPORTERO (TYRA)

1.-Obtencion de los genes codificantes para las variantes Hl¢,nSCIII,
HIH2 ,xSCIII, JoMut, y los motivos CIbN y SCIII fusionados al
reportero (TyrA)

Se contaban al inicio de este proyecto con los genes de tres de las 5 proteinas a analizar:
SCIII-TyrA, CIbN-TyrA y HIH2¢uWSCII-TyrA. Estos genes fueron construidos

previamente por el Dr. Joel Osuna®'.

Para construir los genes codificantes para las proteinas de fusion H1¢pnSCII-TyrA y

JoMut-TyrA se llevo a cabo lo siguiente:

Construccion del gen que codifica H1gpnSCHI-TyrA.
Para la construccion de este gen se utilizd como plantilla el plasmido que contiene el gen
codificante para la proteina de fusion SCIII-TyrA y se disefiaron los oligonucledtidos de la

Tabla 1, los cuales se sintetizaron en la Unidad de sintesis del IBt/UNAM.

Se realizaron 2 PCRs para la construccion de la secuencia que codifica para el motivo
H1cpnSCIII-TyrA. En la primera se afiadi6 al gen sclll, el fragmento que codifica para la
hélice 1 del modulo CIbN mediante el oligonucledtido H1CIbNtoSCIIIFor (forward) y el
oligonucledtido Back (reverse). Posteriormente el producto obtenido se utilizd6 como
plantilla para un segundo proceso de PCR donde los oligonucledtidos utilizados fueron
CIbNNcolH6For (forward) y Back (reverse). El oligonucle6tido CIbNNcolH6for anade un
sitio Ncol en el extremo 5™ para la clonacion en el vector y una secuencia que codifica para
una etiqueta de 6 histidinas para fines de purificacion. El oligonucleotido Back hibrida en

una zona de tyrA.
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Oligonucleotido

Secuencia

H1CIbNtoSCIIIFor

CIbNNcolH6For

Back

5" AAA AGC CCC GAA GAG CTG AAA GGG ATC TTC GAA
AAA TAC GAC AAA AAC GCG GAC GGG 37

5" CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA
AAA GCC CCG AAGAGCTG 3

5" CAG TCA TGT TGC TCC AGA AT 3’

Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la construccion del gen que

codifica para la variante H1¢p,nSCII-TyrA.

Construccion del gen codificante para JoMut.

Para dicha construccion se utilizaron los oligonucle6tidos que se muestran en la tabla 2:

Oligonucleotido Secuencia

JoFor 5" GAA AGG GAT CTT CGA AAA ATA CGA CAA AGA AGG
TGA CGG GCA GCT CTC CAA AGA AGAG 3’

CIbNNcolH6For 5" CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA
AAA GCC CCG AAG AGC TG 3’

Back 5" CAG TCA TGT TGC TCC AGA AT 3’

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleodtidos utilizados para la construccion del gen que

codifica para la variante JoMut.

Para la primer PCR se us6 como plantilla el plasmido que contiene la construccion génica

de la proteina de fusion CIbN-TyrA, asi como los oligonucleétidos JoFor (forward) y Back

(reverse). En la segunda PCR se utilizdo nuevamente dicho pldsmido como templado, pero

se amplifico usando el oligonucledtido CIbNNcolH6For como forward y como reverse el
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producto obtenido de la PCR anterior. Todas las reacciones de PCR se realizaron en un

volumen total de 100 pl como se describe en el anexo 1.1.

Los fragmentos obtenidos en ambos casos poseen un sitio de restriccion Ncol y la
secuencia codificante para 6 histidinas (His6-tag) en el extremo 5" y el sitio de restriccion

Pstl en el extremo 3°.

Estas construcciones se purificaron a partir de un gel de agarosa al 1% de acuerdo a lo
recomendado en el instructivo del kit de Roche “High PCR purification isolation” y se
corrobor6 la purificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los
fragmentos fueron digeridos con las enzimas correspondientes y ligados en el vector
denominado “pseudo proteina T silvestre” construido por Osuna y colaboradores* a partir
del vector de expresion pTrc99A que posee un promotor trp regulado por el represor Lacl y
resistencia a ampicilina. Este vector contiene el gen tyrA clonado mediante su extremo 3°
mientras que el extremo 5” cuenta con un sitio Pstl libre. El gen construido se clon6 entre
el sitio Ncol presente en el sitio de clonaciéon multiple del vector pTrc99A vy el sitio Pstl
localizado en el extremo 5° de tyrA. Las reacciones de digestion y ligacion se muestran en

el anexo 1.2.

Transformacién de la cepa MC1061 de E. coli

El producto de las ligaciones se utilizd para transformar por electroporacion células
electrocompetentes de la cepa MC1061 de E. coli, para la obtencion de las construcciones.
Se plaquearon 200 pL de las células electroporadas en cajas con medio de cultivo LB
(Lysogeny broth) suplementado con Ampicilina a una concentracion de 200 pg/mL (LB-
Amp) (Anexo 2.1). Se incubaron a 30 °C durante 12 horas para su crecimiento. La

ampicilina permite seleccionar a las células que fueron transformadas por el plasmido.

Una colonia de las obtenidas de cada construccion se utilizoé para inocular 5 mL de LB-
Amp liquido y se dejaron crecer durante 10 horas a 30 °C con agitacion a 250 rpm.
Transcurrido dicho periodo, se purificaron los plasmidos utilizando el “High pure plasmid
isolation kit” de Roche y se corrobord por digestion con las enzimas Ncol y Pstl la

presencia del fragmento. Finalmente los plasmidos obtenidos se secuenciaron en la Unidad
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de sintesis del IBt/UNAM para asegurar que las construcciones fueran correctas para lo

cual se uso el oligonucleotido mostrado en la tabla 3.

Oligonucleotido Secuencia

99Nco 5" GCG CCG ACATCATAACGGTTCTGG C 3’

Tabla 3. Secuencia del oligonucleotido usado para la secuenciacion de los plasmidos.

Sobreexpresion de las proteinas de fusion para purificacion

Las proteinas se sobreexpresaron en la cepa FA114 de E. coli que carece del gen
cromosomal que codifica para la proteina T, evitando asi la actividad silvestre de esta
proteina. La cepa contiene el gen de resistencia a Kanamicina por lo cual, los medios
utilizados fueron suplementados con este antibiotico de manera que se asegurara la
presencia de nuestra cepa y se evitara la contaminacién con otros organismos. Para la

sobreexpresion se siguid el procedimiento descrito en el anexo 3.1.

Purificacion de las proteinas

I. Las células se resuspendieron en 10 ml de buffer de unién y se lisaron en un Sonicador
Branson 450 dando seis pulsos de 50 % de intensidad por 30 s, manteniendo la muestra en

un bafio de hielo. La muestra se dejo enfriar 120 s entre cada pulso.
II. Se centrifugo el lisado a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos.

ITI. Las variantes fueron purificadas utilizando cromatografia de afinidad para lo cual la

fraccion soluble se hizo pasar por una columna con 3 mL de niquel-agarosa.

Las columnas se lavaron con agua grado milliQ y se cargaron con niquel mediante
una solucién 50 mM de NiSO,. Posteriormente las columnas se equilibraron con 30
mL de buffer de unién (5 mM imidazol 0.5 M NaCl 0.5 M TRIS pH 7.5). Los

extractos celulares que contienen las proteinas se cargaron en la columna y se
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lavaron con 18 mL de buffer de lavado (35 mM imidazol 0.5 M NaCl 0.5 M TRIS
pH 7.5).

IV. Las proteinas unidas a la columna por la cola de His6 se eluyeron con 2 mL de buffer

de elucién que contenia 300 mM de imidazol.

La pureza y calidad de las proteinas de fusion EF-hand-TyrA se confirmé mediante una
electroforesis SDS-PAGE al 10 % y se determind la concentracion de cada una de las

variantes por el método de Bradford.

Ensayos de actividad enzimatica

Se realizaron ensayos de la actividad para la proteina reportera TyrA mediante la medicién

de la aparicién de NADH a 340 nm, tal como se describe en Osuna y colaboradores*.

Se determind mediante este ensayo que en los modulos individuales de EF-hand tipo sensor
fusionados a la proteina TyrA, presentan un comportamiento tipo switch para la actividad
de TyrA en presencia/ausencia de calcio mientras que en los motivos de las proteinas tipo

modulador fusionados a TyrA el cambio es minimo.

Para el analisis de las proteinas de fusion se determiné la concentracion para cada una de

las proteinas mediante el método de Bradford.

Los ensayos de la actividad enzimadtica se realizaron con una cantidad de enzima pura de 2
pg por reaccion. Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo en una placa de 96 pozos en
un volumen de 150 pL. La mezcla de reaccion contiene la enzima purificada, 2 mM de
NAD", 1 mM de DTT. La reaccién se inicié afiadiendo 4cido prefénico (PPA) a una
concentracion final de 0.2 mM, que es suficiente para asegurar condiciones de saturacion.
El amortiguador usado para la reaccion consiste en 50 mM de TRIS pH 7.5, 0.1 mg/ml
BSA. Para determinar el comportamiento del reportero en ausencia y presencia de calcio, se
afiadid calcio a una concentracion final de 2 mM, mientras en las que se deseaba analizar al

modulo libre de calcio se agregd6 EDTA a una concentracion final de 1 mM.

Se realizd también un analisis de la actividad enzimatica a varias concentraciones de calcio.
Dichas concentraciones se muestran en la parte de resultados y se llevo a cabo tal como se

oy oy rqe o .« . . . . 24+
describi6 para el analisis de actividad enzimatica en presencia de 2 mM de Ca”. Las
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proteinas de fusion fueron previamente dializadas con EDTA para remover el calcio

presente en las proteinas. El proceso de dialisis se describe en el anexo 3.2.

Todas las pruebas de actividad enzimatica se realizaron por triplicado y se monitoreron a
una longitud de onda de 340 nm, usando un lector de placa Safire controlada por la

plataforma TECAN (Tecan Group LTD, Ménnedorf, Suiza).

Determinacion del grado de oligomerizacion de las proteinas EF-hand-

TyrA

Las proteinas purificadas se analizaron mediante cromatografia de exclusion molecular para
determinar su estado de oligomerizacion. Se determiné el estado oligomérico en las tres
condiciones en las que se evalud la actividad enzimatica del reportero: Posterior al proceso

de purificacion, en presencia de calcio y en ausencia de calcio (EDTA).

Para dicho fin se utiliz6 una columna Beckman Ultraspherogel SEC 3000 acoplada a un
equipo HPLC system Gold Beckman. La deteccion se realiz6 con un detector UV a 280
nm. Se inyectaron aproximadamente 50 pg de cada proteina y se corrid con un
amortiguador TRIS 20 mM, NaCl 20 mM pH 7.5 a una velocidad de flujo de 0.7 ml/min.
Dicho amortiguador, en el caso del andlisis en presencia de calcio, presentaba una
concentracion de 2 mM y en el caso del andlisis en ausencia, se incluyo EDTA a una
concentracion 1 mM. La masa molecular aparente se determind por comparacion con el

perfil de elucion de un estandar de filtracion en gel de Bio-Rad (1.352-670 KDa).

Analisis de los cambios conformacionales en las proteinas de fusion

mediante dicroismo circular

Para determinar posibles cambios en la estructura secundaria, tanto del modulo EF-hand
como de TyrA, se llevo a cabo un andlisis por dicroismo circular. La proteina sensora tipo
EF-hand (TnC) que se usé en este estudio no sufre un cambio en la proporcion de hélices a
como sucede en otras proteinas sensoras como la calmodulina, sin embargo, es necesario
evaluar que no se esté sufriendo un cambio estructural subyacente debido a los cambios

generados.
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Los espectros de dicroismo circular (CD por sus siglas en inglés) se registraron con un
espectropolarimetro marca Jasco Modelo 715 (Analytical instruments), usando una celda de
0.1-cm de longitud de paso Optico y midiendo en el intervalo de 190 a 260 nm. La
temperatura se reguld mediante una contenedor de celda con temperatura-controlada por un
Peltier (modelo PTC-4235, Jasco). Los espectros de CD se registraron cada 1 nm con un
tiempo de promedio de la sefial de 8 s por punto y con un ancho de banda de 1 nm. Para

cada muestra se promediaron tres espectros para aumentar la relacion senal /ruido.

Analisis de exposicion de zonas hidrofobicas mediante la interaccion de

las proteinas con ANS

El ANS (Acido 8-Anilinonaftaleno-1-Sulfénico ) es una sonda fluorescente de transferencia
de carga que en soluciones acuosas esencialmente no fluoresce, pero en ambientes
hidrofobicos incrementa su fluorescencia fuertemente o cuando el movimiento rotacional
del grupo fenilamino est4 restringido, tal es el caso cuando se encuentra en solventes no
polares o cuando se une a regiones hidrofobicas de proteinas o0 membranas. Se sabe que el
rendimiento cuantico de ANS es de 0.002 en soluciones acuosas, pero es cercano a 0.4
cuando se une a BSA. Este aumento dréstico en el rendimiento cudntico permite que la
sonda en su estado libre no interfiera con las propiedades espectrales de la fraccion unida.
Ademas, la longitud de onda maxima de fluorescencia del ANS muestra un desplazamiento
hacia el azul en solventes poco polares relativo a un solvente altamente polar como el agua.
Por estas caracteristicas el ANS puede revelar la polaridad de sus entornos y por ello ha

: : : - L 4344
sido usado en estudios como pruebas de hidrofobicidad en proteinas™ ™.

Las proteinas de fusion analizadas fueron las variantes CIbN-TyrA y SCIII-TyrA las cuales
corresponden a los modulos EF-hand parentales, esto con el fin de determinar si existe un
comportamiento diferencial entre el modulo sensor y el modulador en el contexto de la
proteina de fusion. Las proteinas se dializaron para eliminar el calcio previamente. Para
este andlisis se us6 una solucion 2 puM de proteina dializada y 40 uM de ANS. Para el
analisis en presencia de calcio se afiadid calcio a una concentracion final de 1 mM. Para la

preparacion de la muestras se utilizé agua grado milliQ. Las proteinas se encontraban en un
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amortiguador 10 mM TRIS-HCI pH 7.5, 10 mM de NaCl. Se midi6 el espectro de emision
de 400 a 700 nm a 20 °C usando 380 nm como longitud de onda de excitacion para el ANS.

PARTE 2. REINSERCION DE LOS MODULOS CONSTRUIDOS A LA
PROTEINA CALBINDINA Do Y SU ANALISIS

Obtencion de los genes codificantes para las proteinas Calbindina Dy

reinsertando los motivos construidos

Para la construccion de cada uno de los genes que codifican para las proteinas Calbindina
Doy quimeras que contienen los modulos disefiados previamente, se utilizaron los
oligonucleotidos que se enlistan en la tabla 4, los cuales se sintetizaron en la Unidad de

sintesis del IBt/UNAM.

Oligonucleotido Secuencia

ForlEFhand2CIbN 5" CCA AGC ACC CTC GAT GAG CTT TTT GAA GAA TTA
GAC AAG AAT GGA GAT GGC GAA GTT AGC TTC GAA G 37

ForSCIII 5" CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA
AAA GCG AAG AGG AACTG 3

Back1EFhand2Clb 5" GCC GCC AAG CTT TTA TTA CTG GGA GAT CTT TTT
CAC CAA CAC CTG GAA TTC TTC GAA GCT AAC TTC GCC
A3’

Back2InterCIbN 5" CAT CGA GGG TGC TTG GAC CCT TCA GCA AGC TGG
GGA ACT CGG TCT GGA GGA GCA GT 3°

Back2InterSCIII 5" CAT CGA GGG TGC TTG GAC CCT TCA GCA AGC TGG
GGA ACCCGG TCG CGC GGA GGA T 3’

CalbINcoH6Forw  5'CGG CGG CCA TGG CCC ACC ATC ACC ATC ACC ATA
AAA GCC CCG AAGAGCTG 3’

Tabla 4. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la construccion de las proteinas

Calbindina Doy WT y las variantes
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Para cada construccion se realizaron 3 reacciones de PCR utilizando los oligonucleo6tidos

indicados en la tabla 4 como se describe en el anexo 1.3.

La fragmentos obtenidos se analizaron siguiendo los métodos descritos en la primera parte,
la obtencion de los plasmidos con las construcciones se llevo a cabo en la cepa MC1061 de

E. coli como se ha descrito previamente.

Sobreexpresion y purificacion de las proteinas

Las proteinas se sobreexpresaron en la cepa FA114 de E. coli siguiendo la metodologia
descrita para las sobreexpresion de las proteinas de fusion y la purificacion se realizdé como

se describe a continuacion:

I. Las células se resuspendieron en 10 mL de buffer de unién y se lisaron con un sonicador
Branson 450 dando seis pulsos de 50 % de 30 s, manteniendo la muestra en un bafio de

hielo. La muestra se dejo enfriar 120 s entre cada pulso.
II. Se centrifugd el lisado a 12 000 rpm a 4 °C durante 20 minutos.

III. Las variantes fueron purificadas utilizando cromatografia de afinidad para lo cual la

fraccion soluble se hizo pasar por una columna con 3 mL de niquel-agarosa.

El extracto celular fue cargado sobre columnas previamente lavadas con agua grado
milliQ y cargadas con niquel con una solucion 50 mM de NiSO4 y equilibradas con

30 ml de buffer union (5 mM imidazol 0.5 M NaCl 0.5 M TRIS pH 7.5).

La columna fue lavada con 18 mL de buffer de lavado (35mM imidazol 0.5 M NaCl
0.5 M TRIS pH 7.5).

IV. Para la elucién de las proteinas unidas a la columna por la cola de His6 se utilizo un

volumen de columna de una solucidon de imidazol 70 mM.

Posteriormente, las proteinas fueron dializadas con el fin de remover tanto el calcio unido a
las proteinas, como el imidazol del proceso de purificacion. Finalmente la pureza de las
proteinas se corrobord a través de un gel SDS-PAGE al 10% y se determind la

concentracion de cada proteina mediante el método de Bradford.
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Analisis de cambios en estructura secundaria en respuesta a calcio
mediante dicroismo circular de las proteinas Calbindina Do, WT y

quimeras

Debido a que una caracteristica distintiva de las proteinas sensoras de calcio es que luego
de la union del metal se inducen cambios en su estructura secundaria, se analizo el
comportamiento de las variantes construidas mediante dicroismo circular en presencia y

ausencia de calcio.

Los espectros de dicroismo circular se realizaron usando una celda de 0.1-cm de longitud
de paso optico con 300 ul de muestra a una concentracion 0.2 mg/ml. Para el analisis en
presencia de calcio se usé una concentracion de 1 mM de CaCl,. Al igual que los anélisis
de las proteinas de fusion se utilizd6 un espectropolarimetro marca Jasco Modelo 715
(Analytical instruments), midiendo en el intervalo de 190 a 260 nm. La temperatura se
regul6 mediante una contenedor de celda con temperatura controlada por un Peltier
(modelo PTC-4235, Jasco). Los espectros de CD se registraron cada 1 nm con un tiempo
promedio de la sefial de 8 s por punto y con un ancho de banda de 1 nm. Para cada muestra

se promediaron tres espectros para aumentar la relacion sefial/ ruido.

Analisis de fluorescencia extrinseca de las proteinas en respuesta a calcio

Para determinar la exposicion de regiones hidrofobicas en respuesta a la union a calcio se
realiz6 un analisis de fluorescencia extrinseca mediante la interaccion con ANS siguiendo

las condiciones que se describieron previamente.

Para este analisis se utilizaron 400 pL de muestra a una concentracion de 0.2 mg/ml. El
analisis en presencia de calcio se realiz6 usando varias concentraciones de calcio para las
proteinas en las que se ha observado un comportamiento tipo sensor, mientras que para las
del tipo modulador se realiz6 en ausencia y en presencia de 1 mM de calcio. La muestra fue
excitada a 380 nm de longitud de onda y se colect6 la emision de fluorescencia mediante un
barrido de 400 a 700 nm a una velocidad de 100 nm/min.
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RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE 1. ANALISIS CONFORMACIONAL DE LOS MODULOS
INDIVIDUALES HI¢pnSCHI, HIH2¢,nSCII, JOMUT, Y LOS MOTIVOS
CIbN Y SCIII EN EL CONTEXTO DEL SISTEMA REPORTERO

Genes codificantes para las variantes Hlc,,nSCIII, HIH2,xSCIII, JoMut,
y los motivos WT CIbN y SCIII fusionados a TyrA

Se obtuvieron los plasmidos con las 5 construcciones deseadas: CIbN-TyrA, SCIII-TyrA,
H1cpnSCHI-TyrA, HIH2¢pnSCIHI-TyrA y JoMut-TyrA. Estos plasmidos contienen el gen
del motivo EF-hand unido mediante su extremo 3' al extremo 5' del gen tyrA en el plasmido

pTrc99A.

Esta construccion génica codifica para las proteinas de fusion EF-hand-TyrA unidas
mediante el extremo C de las EF-hand al N terminal de la proteina TyrA y tienen un peso
aproximado de 35 kDa. A continuacion se muestran de manera general las caracteristicas de

los EF-hand fusionados y se muestra un esquema en la figura 10.

CIbN: Representa un médulo EF-hand modulador individual proveniente de la proteina

Calbindina Doy bovina.

SCIII: Es un modulo EH-hand tipo canonico de Troponina C por lo que sufre un cambio

conformacional significativo al unir calcio.

H1¢pnSCIIL: Esta mutante posee la hélice 1 de Calbindina Dy y el asa de union a calcio y

la hélice 2 de la Troponina C.

H1H2¢pnSCIII: Este modulo posee ambas hélices provenientes de la Calbindina Dy y solo

el asa de union a calcio de la Troponina C.

JoMut: En esta mutante reportada por Johansson y colaboradores® fueron eliminados los
residuos A14 y N21, mientras que otros dos residuos del asa fueron sustituidos: A15D y

P20G.
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DAY

Troponina C

SCIII CIbN

<) 3

HlcpnSCIIT HI1H2¢pnSCII

CalbindinaDy,

Figura 10. EF-hand quiméricos. Se muestra una representacion de
las distintas construcciones generadas. Las hélices « se muestran

como cilindros.

Purificacion de las proteinas fusionadas

Todas las variantes fueron sobre-expresadas y purificadas exitosamente (Figura 11). Para
cada una de las mismas se determiné el rendimiento de la purificacion obtenida a partir de
un litro de cultivo (aproximadamente a 95% de pureza determinado por densitometria en el

gel SDS-PAGE).
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Figura 11. Proteinas purificadas. 1:CIbN-Tyra,
2:SCHI-TyrA, 3: H1cpnSCIIL-TyrA  4:
H1H2¢pnSCII-TyrA y 5:JoMut-TyrA

il 2 3 4 5

35 kba D gy e e
Concentracion en
Proteina I
mg
CIbN-TyrA 12.8
SCII-TyrA 7

H1cpnSCIHI-TyrA 31.5
HleCleSCIH-TyI'A 20.5

JoMut 10.8

Tabla 5. Concentraciones obtenidas de la
purificacion de las proteinas de fusion EF-
hand-TyrA

La concentracion de la proteina purificada se determind mediante el método de Bradford.

Ensayos de la actividad enzimatica de TyrA

Los ensayos de actividad se realizaron por triplicado, se utilizé 2 pg de la proteina pura y se
monitoreo la aparicion de NADH. Los resultados de este ensayo se muestran en la figura

12.
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Figura 12: Actividad enzimatica de TyrA en las proteinas de fusion EF-hand-TyrA.

Absorbancia a 340 nm. Izquierda, graficas de actividad enzimatica para cada proteina de

fusion. Derecha, produccion de NADH en la reaccion. Se muestra el comportamiento de la

variante sin tratamiento (nombre de la variante), sin Ca®" (+EDTA) y con calcio (+Ca”").

El analisis de la actividad enziméatica mostrd que todas las variantes analizadas presentan la

<7 ’ r 41
formacion de dimeros tal como ya se habia reportado™ .

La proteina de fusion CIbN-TyrA muestra actividad del reportero sin importar la ausencia o

. 2+ . . . . . .
presencia de Ca”’, aunque en presencia de calcio se ve disminuida en aproximadamente un

30% con respecto a la forma libre de calcio. Este cambio, si bien nos habla de ligeros
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cambios conformacionales, €stos no son suficientes para desestabilizar de forma importante
, , ., . 2+

el dimero de TyrA. Se observa que esta proteina de fusion se encuentra libre de Ca” luego

del proceso de purificacién ya que su actividad es similar a la observada en presencia de

EDTA.

En contraste, la proteina SCIII-TyrA, muestra el comportamiento tipo switch, el cual fue
previamente reportado por nuestro grupo®'. En presencia de calcio la actividad del reportero
practicamente se elimina, lo cual indica que, debido a los cambios conformacionales
inducidos por la unién a Ca*" en el motivo EF-hand se desestabiliza el dimero de TyrA, el
cual es necesario para su actividad enzimatica; por otro lado se observa también que esta
proteina viene libre de calcio luego de la purificacidén, pues presenta una actividad
importante de TyrA que no se ve alterada por la presencia de EDTA, lo que sugiere una

menor afinidad respecto a la proteina de fusion CIbN-TyrA.

Las proteinas HlcpnSCHI-TyrA y HIH2¢pnSCII-TyrA muestran un comportamiento
similar al tipo switch observado en SCIII-TyrA, ya que s6lo en ausencia de calcio muestran
actividad de TyrA, la cual practicamente desaparece en presencia del i6n. Sin embargo, es
interesante resaltar que las proteinas recién purificadas, presentan una actividad muy
disminuida, indicando que se encuentran con Ca”" unido desde su expresion. Esto nos
podria indicar una mayor afinidad por Ca>" que los modulos tipo silvestre debido quiza a un

cambio en la constante de disociacion en comparacion al méddulo silvestre.

Finalmente la proteina JoMut muestra un comportamiento mas parecido al de la proteina
moduladora, la cual presenta actividad elevada en ausencia de calcio, mientras que cuando
une calcio dicha actividad solo se ve disminuida ligeramente indicando que el rearreglo
inducido por el Ca*" es minimo, y no es suficiente para desestabilizar el dimero de TyrA.
Esto concuerda con los resultados de Johansson y colaboradores’ de manera que los
cambios realizados en este EF-hand, los cuales fueron encaminados para convertir este EF-
hand no canonico en uno candnico, no son suficientes para conferirle un comportamiento
sensor a nivel de motivo individual , ni en el contexto de la proteina completa Calbindina

Dy, tal y como lo report6 el mismo grupo.
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Determinacion de constantes de union a calcio aparentes de las proteinas

Calbindinas D, quiméricas

De acuerdo al comportamiento observado en la actividad del sistema reportero en presencia
y ausencia de calcio se determinaron las constantes de afinidad aparente a calcio de
aquellas proteinas de fusion que mostraban un cambio robusto en la actividad de la proteina
reportera. Los perfiles de actividad observados a diferentes concentraciones de calcio se

muestran a continuacion (Figura 13):
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Figura 13. Perfiles de actividad enzimdatica de las proteinas de fusién a diferentes
concentraciones de calcio.

Se observo que las proteinas de tipo modulador; CIbN-TyrA y JoMut-TyrA no muestran
cambios importantes en la actividad del reportero en las diferentes concentraciones de
calcio analizadas, mientras que las de tipo sensor, presentan actividad enzimaética
dependiente de la concentracion de calcio en la reaccion. Debido a lo observado en las
proteinas de fusion con comportamiento sensor, se determinaron constantes de afinidad a
calcio aparentes mediante el ajuste de las velocidades iniciales en las distintas
concentraciones de calcio a la ecuacion de Michaelis Menten para las variantes
HIcipnSCHI-TyrA y HIH2¢pnSCIHI-TyrA mientras que el comportamiento de SCIII se
ajusto a una ecuacion de Bidosis-respuesta usando el programa OriginLab. Los ajustes se

muestran en el anexo 4.

En la tabla 6 se muestran las constantes de afinidad a calcio obtenidas para los
homodimeros SCIII, HIcpnSCHI y  HIH2¢p,nSCIII con nuestro sistema reportero, asi
como afinidades reportadas previamente para el homodimero SCIII y el mdodulo CIbN. Se
ha reportado que las constantes de disociacion encontradas para péptidos individuales son
mucho mayores a las de los mismos sitios en la proteina completa®®. Para el homodimero
SCIII se determinaron dos Kd, una de 3 uM y otra de 1 mM, sin embargo la Kd
determinada para este mismo sitio en la proteina completa es de 20 nM™*. Con nuestro
sistema reportero determinamos para este sitio dos afinidades aparentes de unién a Ca™";
una de 7 uM y otra de 39 uM, siendo el primer valor muy cercano al reportado
previamente, sin embargo, el segundo de los valores muestra afinidades mayores a las
reportadas para este dimero. El hecho de que se observen dos constantes de afinidad nos

sugiere una falta de cooperatividad en la union del calcio en un par EF-hand.
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EF-hand Afinidad a Ca** Afinidades determinadas mediante el
sistema EF-hand-TyrA

Sitio I1I con IV de TnC K=20 nM>’

CIbN K¢=20 nM*

SCIII K¢=3 uM™® Km,,= 7 uM
K=1mM* Kmg,= 39 uM

HICleSCIH Kmap =68 nM

HIH2cpnSCIII Km,, =1 uM

Tabla 6. Constantes de afinidad reportadas para el sitio III de Troponina, CIbN y el
homodimero SCIII y constantes de afinidad obtenidas mediantes nuestro sistema reportero
para los médulos SCIII, HlgpnSCIHI y HIH2 ¢pnSCIILL

En el caso del modulo quimérico HlgpnSCIII se encuentra en el mismo intervalo de los
reportados en el modulo CIbN en el contexto de la proteina completa, de manera que la
afinidad se ve poco afectada por los cambios realizados, sin embargo presenta ya un

cambio conformacional dependiente de calcio parecido al motivo sensor.

Finalmente, para la variante HIH2¢;,nSCIII se observd un constante de afinidad aparente
de 1 uM, la cual es cercana a las observadas en los reportes previos de moédulos SCIII
individuales, y al igual que este motivo presenta también ya un cambio conformacional
dependiente de Ca®". El determinar solo una constante de afinidad aparente para ambas
proteinas quiméricas puede indicar un alto grado de cooperatividad, a diferencia del
homdimero SCIII. Otro resultado interesante, es que el modulo que presenta un mayor
contenido proveniente de la proteina SCIII presenta mayor afinidad por Ca®" que aquel

.y .y 2+
donde solo se cambid el asa de unidén a Ca“".

Determinacion de la oligomerizacion de las proteinas de fusion

El analisis del estado de oligomerizacion de las proteinas quiméricas EF-hand —TyrA se

muestra en la figura 14.
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SCHKTyeA
CIBN-TyrA

HlawSCIH HIHZomSCll

E JoMut

Figura 14. Cromatogramas de cada variante usando una columna de exclusion molecular:
En magenta la proteina pura, en negro la proteina pura en presencia de 2mM de calcio y en
naranja la proteina pura con ImM de EDTA
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De manera general se observa que la formacion de dimero estad presente en todas las
proteinas. Sin embargo, se observa un pico que indicaria un mayor grado de
oligomerizacion (sefialado con wuna flecha roja) en las mutantes HlcpnSCIIT y
HIH2¢p,nSCIIT en presencia de calcio. Por otro lado, la variante JoMut muestra un
retardamiento en la elucion, lo cual, de acuerdo con lo observado en las pruebas de
actividad podria reflejar la presencia de varios “conférmeros”, algunos de los cuales logran
aun estabilizar a la proteina TyrA y por ello la actividad se ve disminuida. La presencia de
dimeros en las tres condiciones fue reportado también previamente por nuestro grupo’' y
corrobora el hecho de que los cambios en la actividad enzimatica del reportero, se debe a
cambios en la orientacion del dimero de TyrA provocado por el cambio conformacional
inducido por la unién del Ca*" en el motivo EF-hand tipo sensor y no por el rompimiento

del dimero de las proteinas de fusion

Analisis de los cambios en la conformacion de las proteinas de fusion

mediante dicroismo circular

Para determinar si los cambios observados en los ensayos de actividad enzimatica se deben
a cambios en la estructura secundaria de las proteinas de fusion o solo a cambios en la
direccion de las hélices en los motivos EF-hand se realizé un andlisis mediante dicroismo

circular (CD) cuyos resultados se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Espectros de CD de las diferentes construcciones fusionadas a TyrA en
presencia de 1 mM de C** (trazo negro) y ausencia (trazo rojo) de Ca®".

El analisis por dicroismo circular (figura 15) nos muestra un espectro tipico de hélices a,
debido a que tanto el mddulo EF-hand como TyrA poseen una estructura basada
principalmente en hélices a. Los ensayos de actividad enzimatica sugieren que aun en
ausencia de Ca”" debia darse la formacién de dimeros con lo cual podiamos decir que los
motivos EF-hand estan estructurados. Esta hipdtesis es corroborada por los andlisis de
dicroismo circular, pues observamos que tanto en ausencia como en presencia de calcio, la
estructura se mantiene constante, de modo que los cambios observados en la actividad
enzimatica de las proteinas de fusion HlgpnSCIIT y  HIH2¢pnSCIII, asi como en SCIII

puede deberse a la modificacion de la orientacion de las hélices de los modulos EF-hand

. . ., +
inducido por la unién a Ca*",
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Para las proteinas de fusion CIbN y JoMut se observa también que la estructura secundaria
: : 2+
permanece constante en presencia y ausencia de Ca” ', mostrando que la estructura de estos

moddulos tampoco se modifica en ninguna de las condiciones.

Es importante mencionar que, el hecho de no observar cambios conformacionales evidentes
en ninguna de las condiciones analizadas, ni de manera diferencial entre proteinas de fusion
con motivos moduladores y sensores, puede ser debido a que la sefial de la proteina
reportera TyrA, cuyo tamafio es mucho mayor que el de los mddulos analizados, sea la que
predomine en los espectros, enmascarando asi cualquier cambio debido a estos modulos

EF-hand.

Analisis de exposicion de zonas hidrofobicas mediante la interaccion con

ANS

Para determinar si existen cambios conformacionales que expongan regiones hidrofobicas
al unir calcio, se determind el espectro de fluorescencia de ANS en solucion de las
construcciones que contienen el mdédulo sensor y el modulador en presencia y en ausencia

de calcio. Los espectros obtenidos se muestran a continuacion:

A B
CIbN SClil
500- 500-
— ClbN Sin Ca’+ — sclll Sin ca?*
s 100 — cbNCa® 1mm 400 — SClll Ca®* 1 mM
2 300+ S 3001
8 S
2 200 @ 200
S 1004 S 1001
L [
0 . . . 0 . ; .
500 600 700 500 600 700
-100- nm -100- nm

Figura 16. Espectros de emision de las variantes proteicas en presencia de 1,8-ANS en
ausencia (linea negra) y presencia de calcio (linea roja).
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Se observa que en ambas construcciones se da un aumento en la fluorescencia inducida por
Ca”". Sin embargo, no es posible determinar un comportamiento diferencial entre las
proteinas de fusién que tienen un modulo sensor y las que tienen un modulo modulador.
Este cambio sugiere la exposicion de nuevas regiones luego de la interaccion con calcio, sin
embargo es necesario determinar la contribucion en la fluorescencia por la proteina
reportera asi como zonas del moédulo EF-hand ahora expuestas que pudieran ser
enmascaradas por el reportero debido a su cercania y tamafio. Adicionalmente se realizé un
andlisis de fluorescencia usando el lector de placa Safire controlada por la plataforma
TECAN (Tecan Group LTD, Ménnedorf, Suiza) de todas las construcciones el cual se

presenta en el anexo 4.1 y que muestran el mismo comportamiento que en la figura 16.
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PARTE 2. REINSERCION DE LOS MODULOS CONSTRUIDOS A LA
PROTEINA CALBINDINA D¢ Y ANALISIS DE LA PROTEINA
COMPLETA

Obtencion de los genes codificantes de las proteinas Calbindina Dy

reinsertando los modulos construidos

Se construyeron 5 plasmidos que contienen los genes que codifican para la proteina

Calbindina Dy (ClbDyy) y las variantes con los médulos construidos: ClbDogscyy, ClbDoy-

micionscrr, Y ClbDog-pimacinscm Y ClIbDok-jomut-

Proteina Secuencia de residuos de aminoacidos

ClbDgy MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYAAKEGDPNQLSKEELKLLLQTE
FPSLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ

ClbDokscm MAHHHHHHKSEEELANAFRIFDKNADGYIDIEELGEILRATGFP
SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ

CIbDoy- MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYDKNADGY IDIEELGEILRATGFP
- SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ
CIbDo- MAHHHHHHKSPEELKGIFEK YDKNADGYIDKEELKLLLQTEFP

HIH2CIbNSCII SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ

CIbDok-jomut MAHHHHHHKSPEELKGIFEKYDKEGDGQLSKEELKLLLQTEFP
SLLKGPSTLDELFEELDKNGDGEVSFEEFQVLVKKISQ

Tabla 7. Secuencia de residuos aminoacidicos de las proteinas Calbindina Doy WT y las

variantes construidas

Las proteinas obtenidas tienen un peso aproximado de 9.5 kDa y poseen una cola de seis
histidinas para fines de purificacion. La Calbindina Doy corresponde a la proteina silvestre;
la ClbDox.scir posee el sitio III de la proteina Troponina C que sustituye el modulo N
terminal de la Calbindina Dok de modo que ambos sitios corresponden ahora a EF-hand de

tipo candnico. ClbDoy picionscn, ¥ ClbDogpmacwnscmt ¥ ClbDoy jomur  consisten en la
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insercion de los modulos EF-hand quiméricos correspondientes en el extremo N de

Calbindina Dy tal y como se muestra en la figura 17.

Sci CIstkscul
C|bD9k qubNSCI” CIbDS)k HICIbNSCIII

4_>

ClbD
HlHZCIbNSCIII 9k HIH2CIbNSCIII

ClbD

9kJoMuT

Figura 17. Esquema de las Calbindinas Dok con los EF-hand reinsertados quiméricos. Se
muestran las 5 construcciones generadas: ClbDgy, ClbDox.scmr, CIbDox micibnscr, Y ClbDoy.

nmzcibNscnr Y ClbDog jomur. Las hélicesase muestran como cilindros.
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Expresion y purificacion de las proteinas Calbindina Dy, quimeras

La expresion y purificacion de las proteinas se llevo a cabo como se describio previamente
para las proteinas fusionadas a TyrA. Adicionalmente se realizé una didlisis para eliminar
el exceso de imidazol usado para fines de purificacion, asi como para eliminar el calcio
presente en las proteinas para realizar anéalisis en ausencia y presencia de calcio. El proceso

de dialisis se describe en el anexo 3.2.

Analisis para determinar si existe un cambio conformacional en la

proteina completa de Calbindina Dy,.

Con el fin de determinar el efecto de la unidn del calcio en las proteinas Calbindina Doy
quiméricas se realizd6 un andlisis de posibles cambios en la exposicion de zonas

hidrofobicas, asi como cambios en la estructura secundaria mediante dicroismo circular.

El analisis por dicroismo circular se realizd debido a que se han observado cambios en la
estructura secundaria en proteinas unidoras de calcio del tipo sensor como la calmodulina
al unir a calcio. Por otro lado, los cambios inducidos por el calcio en la Troponina C, se ha
determinado que corresponden méas que a un cambio en la estructura secundaria de la

proteina, a un rearreglo en su estructura terciaria.

El andlisis por dicroismo circular de las proteinas se realizd en presencia y ausencia de

calcio. El andlisis en presencia de calcio se llevd a cabo usando una concentracion final de
2+ ’ . .

Ca® 1 mM. Los resultados para cada proteina en ambas condiciones se muestran en la

figura 18.
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Figura 18. Espectros de dicroismo circular para las proteinas Calbindinas Doy silvestre y
quimeras en ausencia (trazo negro) y presencia (trazo rojo) de calcio (1 mM).
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Variante Condiciéon Porcentaje de hélices a

CIbDoy_wr Sin Ca’ 37.5
ImM Ca** 37.8
ClbD9k_5CH[ Sin Ca% 19.4
ImM Ca* 35.8
CIbDyy nicionscnr Sin Ca®" 23.4
ImM Ca* 31.2
CIbDyy ninacibnscin Sin Ca* 33.2
ImM Ca* 31.7
CIbDgy_jomut Sin Ca*" 35.7
ImM Ca* 34.9

Tabla 8. Porcentaje de hélices a calculado utilizando el
algoritmo Selcon 3 (The Self-Consistent Method). El analisis fue
realizado para ambas condiciones. En ausencia de Ca*"y
presencia de Ca”".

En la tabla 8 se muestra el porcentaje de hélices a calculado para cada una de las variantes

bajo las dos condiciones analizadas.

En este analisis se observé que tal como se ha reportado previamente’, la proteina
Calbindina Doy no sufre cambios en la estructura secundaria luego de la union de Ca*", pues
la unidn a calcio solo provoca la reorganizacion de algunos ligandos para la coordinacion
del 16n, asi el porcentaje de hélices calculado practicamente se mantiene constante. Este
comportamiento es también observado en la proteina quimérica Calbindina Doy jomye Y €S
acorde a lo reportado por Johansson y colaboradores®’, quienes encontraron que los
cambios que realizaron con el fin de modificar el EF-hand no candnico de la Calbindina
Dyx (CIbN) no fueron suficientes para conferir un comportamiento sensor en esta. Por otro
lado, es interesante el comportamiento observado en las variantes Calbindina Doy sci y
Calbindina Dok micisnscm, donde se observa un aumento en la elipticidad de las proteinas
inducido por la union del calcio, y segun el andlisis de porcentaje de hélices a calculado,
hay un aumento considerable en ambas proteinas provocado por la unién a Ca’", dicho
cambio puede deberse ya sea a una cambio en la estructura secundaria inducida quiz4 en el

conector inter EF-hand o a un cambio en la organizacioén de la estructura terciaria. Este
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comportamiento ha sido observado en proteinas de tipo sensor como la proteina

calmodulina, prototipo de este grupo de proteinas’.

El comportamiento observado en estas dos variantes puede deberse a que se desestabiliza el
nucleo hidrofébico altamente estable, caracteristico de la proteina Calbindina Doy y que se
forma mediante interacciones entre las hélices a del EF-han N terminal y las del EF-hand C
terminal. En el caso de la variante Calbindina Dgy_gcpp las hélices a de EF-hand N terminal
provienen del motivo SCIII, de manera que las nuevas interacciones con estas hélices o
rompen el nicleo hidrofobico o lo forman de una manera poco estable, de modo que los
cambios conformacionales dependientes de Ca®" que se indujeron con los cambios en un
EF-hand no se evitan con estas interacciones y provocan ademas un cambio en la proteina
completa. Un efecto similar se observa en la variante Calbindina Doy icinscir, @ pesar de

solo poseer una hélice del motivo SCIIIL.

Cabe resaltar que ambas variantes contienen la hélice Il proveniente de SCIII, lo cual puede
ademas interrumpir las interacciones establecidas naturalmente entre el conector inter-EF-
hand y las hélices II y III que mantienen en Calbindina Dy las zonas hidrofobicas
enterradas como lo reporta Bunick y colaboradores®. Ademés, mantiene los 12 residuos que
conforman el sitio de union a calcio del modulo sensor SCIII los cuales se encuentran

distribuidos en el asa y la hélice II.

Sorpresivamente no observamos este comportamiento en la proteina Calbindina Dgy.
umzcibnsci, 1a cual también habia mostrado una desactivacion dependiente de calcio en el
contexto del sistema reportero, en la cual el porcentaje de hélices a en ambas condiciones
es practicamente constante. Esto puede deberse a que en el caso de esta variante se
mantienen las hélices a de la proteina Calbindina Dy, permitiendo el establecimiento del
nucleo hidrofobico que evita los cambios conformacionales inducidos a nivel del motivo

HIH2cpnSCIIL
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Analisis de fluorescencia extrinseca de las proteinas en respuesta a calcio

Para complementar el analisis realizado por dicroismo circular se realizé también el analisis

de fluorescencia extrinseca mediante union a ANS del cual se obtuvieron los espectros

mostrados en la figura 19:
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Figura 19. Espectros de fluorescencia extrinseca mediante la interaccion con ANS en
ausencia (trazo negro) y presencia (trazo rojo) de calcio. Analisis de diferentes
concentraciones de calcio para las proteinas en las que se observo un comportamiento
sensor segun el sistema reportero.

En todos los casos se pueden apreciar dos picos, uno con maximo (Amax) @ 490 nm y otro a
520 nm. En nuestras construcciones observamos, tal como se ha reportado previamente,
que la Calbindina Dok no sufre cambios en la fluorescencia debido a la unién con Ca* pues
no presenta exposicion de superficies hidrofobicas®. Este mismo fendmeno sucede en la
Calbindina Doy_jomut, mostrando que no existen cambios conformacionales inducidos por la
unién del Ca*" tal como se observé mediante el analisis por CD. En ambas proteinas se
observa el pico maximo de fluorescencia en aproximadamente 520 nm en presencia y

: +
ausencia de Ca’ y un hombro menor a 500 nm.

Por otro lado, en las proteinas con los modulos que tienen componentes de SCIII se observa
una modificacion entre ambos picos, en ausencia de calcio el pico mas grande es el que estéd
alrededor de 520 nm y conforme se aumenta la concentracion de calcio, se puede observar
un desplazamiento en la proporcion de ambos picos hasta el punto en el que el pico a 490

aparece como mayoritario, mientras que el de 520 aparece como un hombro. El corrimiento
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del pico hacia longitudes de onda mas bajas es indicativo de que el ANS se une a una
region mas hidrofobica y por tanto refleja cambios conformacionales inducidos por calcio
como se ha reportado para otras proteinas como CaM?. Bunick y colaboradores® reportaron
que las interacciones que el conector de union de los EF-hand establece con las hélices 11 y
III de la proteina pueden impedir la exposicion de zonas hidrofobicas amplias en CMBI,
sin embargo, segun este analisis, en las proteinas quiméricas construidas en este trabajo ha

sido posible romper dichas interacciones.

En la figura 19 se observa que las variantes Calbindina Doy scir y Calbindina Doy gicinnscn
muestran cambios significativos en la fluorescencia dependiente de calcio. En las
concentraciones que van de 0 a 10 uM de calcio, ambas variantes muestran una ligera
disminucién en la fluorescencia, indicando una disminucién en las zonas hidrofobicas. El
aumento de la fluorescencia en estas variantes y por lo tanto, el aumento en la exposicion
de regiones hidrofobicas comienza a observarse a partir de la concentracion de calcio
correspondiente a 20 uM. Sin embargo, este cambio parece ser mayor para la proteina
Calbindina Doy picipnscnr- Si se comparan los espectros de estas proteinas se observa que la
que contiene el modulo SCIII completo solo llega a la mitad de los cambios que se
observan para la proteina que solo tiene una hélice y el asa SCIII, lo que podria implicar
que la variante con el modulo SCIII completo tiene mucho menos afinidad a calcio o que
las zonas hidrofobicas expuestas son menores al unir al calcio. Esto podria estar indicando
la relevancia de la hélice 1 de la Calbindina Dy en el aumento de la afinidad por calcio en
ese modulo, de tal suerte que con esta quimera se da lugar a una proteina con mayor

afinidad

La variante Calbindina Doy pmncimnscn, por otro lado, muestra cambios minimos en
distintas concentraciones de calcio, indicando s6lo cambios menores producidos por la
unién a calcio, lo cual aunque es contradictorio a lo observado mediante el sistema
reportero, es consistente con lo observado en el andlisis por dicroismo circular. Lo
observado en la variante Calbindina Dok pmcinscm puede explicarse debido a que en esta
construccion se mantienen las dos hélices de la Calbindina Doc.wr, las cuales establecen
interacciones altamente estables con las dos hélices de la parte C terminal de la proteina

que dan lugar a la formacion del ntcleo hidrofobico altamente estable caracteristico de esta
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proteina. Estas fuertes interacciones establecidas entre las hélices podria estar restringiendo
el movimiento inducido a nivel de un solo EF-hand, el cual es observado en el contexto del
sistema reportero. En el caso del sistema reportero, al ser un andlisis de moddulos
individuales, no se establecen este tipo de interacciones de modo que podemos observar
que aunque este modulo individual es flexible, en el contexto de la proteina completa el
comportamiento y las caracteristicas de un EF-hand, esta determinado, por las interacciones
globales del dominio globular mas que por las del EF-hand individual. Esto nos muestra la
importancia del establecimiento del apareamiento de los mdédulos EF-hand en este tipo de
proteinas siendo necesario corroborar los analisis de mddulos individuales en el contexto de

la proteina completa.

63



CONCLUSIONES

En el contexto de la proteina de fusion se ha podido discriminar entre aquellas proteinas
que presentan un comportamiento tipo sensor, de las de tipo modulador. Las proteinas tipo
sensor presentan cambio conformacional al unir calcio y al hacerlo desestabilizan la
actividad de la proteina reportera TyrA lo que disminuye su actividad. Segtn los perfiles de
actividad enzimadtica se determind que las mutantes presentan un comportamiento tipo
sensor, mientras la fusion JoMut-TyrA presenta un perfil tipo modulador. También fue
posible determinar constantes de union a calcio aparentes con nuestro sistema reportero
mediante el seguimiento de la actividad de TyrA a distintas concentraciones de calcio. La
constante de afinidad encontrada para la fusién con el modulo SCIII es cercana a los
reportados en la literatura. En el caso de la afinidad de la variante HIcpnSCII-TyrA ésta se
encuentra en el mismo rango que la reportada para el médulo CIbN (68 nM y 20 nM
respectivamente), siendo solo unas tres veces mayor al reportado, sin embargo presenta ya

un cambio conformacional tipico de las proteinas sensoras.

El analisis conformacional de los modulos construidos en el contexto de las proteinas de
fusion al reportero TyrA utilizando dicroismo circular y fluorescencia extrinseca no arrojo
ningun indicio de los cambios conformacionales, debido quiza a la presencia de la proteina
reportera. Por esta razon se decidid realizar la reinsercion de los moddulos EF-hand
analizados previamente a la proteina Calbindina Doy.wr, y caracterizarlas mediante

dicroismo circular y fluorescencia extrinseca en este contexto.

Mediante dicroismo circular observamos que tal como se ha reportado previamente, la
proteina Calbindina Doy wt no sufre cambios conformacionales dependientes de Ca*’ en su
estructura secundaria. El mismo comportamiento es observado en la variante Calbindina
Dok-jomut indicando que el cambio del asa no candnica a una canodnica no es suficiente para
conferir un comportamiento sensor a esta proteina. El comportamiento mds interesante es
observado en las variantes ClbDok.scmr ¥ ClbDoy_picipnscin que muestran un aumento en su
estructura helicoidal en presencia de calcio, un comportamiento observado en las proteinas
de tipo sensor. Este cambio dependiente de Ca®" es también visto mediante el analisis de

fluorescencia extrinseca. El hecho de que se observe ya un cambio conformacional
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dependiente de Ca®" creemos se debe a que en estas variantes se desestabilizaron las
interacciones que forman las 4 hélices presentes en la Calbindina Dy asi como las
interacciones que la hélices II de la Calbindina Dy forma con el conector inter-EF-hand y
que mantiene los estados apo y holo en una misma conformacidén para esta proteina.
Sorprendentemente, la quimera del médulo que contenia las dos hélices de la Calbindina
Do (CIbDok mmacibNscin), @ pesar de haber mostrado un comportamiento sensor en los
ensayos de actividad, una vez transferido a la Calbindina Dg, no mostré6 cambios
conformacionales dependientes de Ca®". Esta discrepancia podria deberse a que la presencia
del moédulo C terminal de la Calbindina Dogwwr anula la flexibilidad del moédulo
HIH2¢p,nSCIII debido al nucleo hidrofoébico que se forma entre las hélices de ambos

modulos.

Finalmente podemos concluir que tanto la reinsercion de un modulo sensor a la proteina
moduladora Calbindina Doywr, asi como el intercambio de su asa de union a calcio y la
hélice II por los elementos correspondientes del modulo SCIII de la proteina Troponina C,
fueron suficientes para conferir un comportamiento sensor a esta proteina moduladora
siendo el mas importante el cambio conformacional inducido por Ca®", estableciendo asi
que el asa de union a calcio y la hélice 2 son las unidades minimas en las que radica el
comportamiento sensor debido probablemente a que son los elementos que proveen los

residuos de aminoécidos que forman el sitio de union a calcio de un modulo sensor.
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ANEXOS

ANEXO 1. CONSTRUCCION DE GENES

1.1Construccion de las proteinas de fusion EF-hand-TyrA

20 pmol del oligonucleétido H1CIbNtoSCIIIFor
20 pmol del oligonucleétido Back

200 ng del plasmido sclll-tyrA

250 uM de DNTPs

10 ul de buffer comercial

2.5 unidades de Taq polimerasa

2.5 mM de MgClI2

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo las siguientes condiciones

5 Ciclos 15 ciclos
Desnaturalizacion inicial A B C A B C Extension final
94 °C 94°C  30°C 72°C 94°C 55°C 72°C 72
3 min Imin Imin lmin lmin Imin Imin g5,

A Desnaturalizacion, B Alineamiento, C Extension
1.2 Digestion y ligacion
Digestion

El producto de PCR purificado fue digerido con las enzimas Ncol y Pst para su posterior
ligacion al vector ptrc99a que fue previamente cortado con las mismas enzimas. La

reaccion se incub6 a 37 °C durante 12 horas.
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Una vez transcurrido dicho tiempo, los fragmentos digeridos se purificaron de acuerdo al

protocolo de Roche y se corrobord nuevamente la purificacion por una electroforesis en gel

de agarosa al 1%.

Ligacion

La ligacion se llevo a cabo en el vector
Para la reaccion de ligacion se utilizo:

2 ul de Buffer de Fermentas

10 pl de Inserto (60 ng)

1.5 pl de Ligasa (1.5 U de Fermentas)
2 pl del Vector (100 ng)
4.5 ul de agua grado miliQ

*Volumen final de 20 pl

La ligacion fue incubada a 16 °C durante 12 horas y posteriormente fue concentrada por

precipitacion con butanol.

1.3 PCR para la construccion de los genes que codifican para las proteinas completas

Calbindinas Dy

Construccion Reaccion 1 Reaccidén 2 Reaccién 3

CDgx WT -20pmol -20pmol -20pmol
ForlEFhand2CIbN  Calb1NcoH6Forw Calb1NcoH6Forw
-20pmol -20pmol -20pmol
Back1EFhand2Clb  Back2InterCIbN Back1EFhand2Clb

-200ng del plasmido
con la construccion

cIbN-tyrA (templado)
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CDgi-SCIII

CDox-H1cipnSCII

CDy-
H1H2cunSCIIT

CDg-JoMut

-20pmol
For1EFhand2CIbN

-20pmol
Back1EFhand2ClIb

-20pmol
Forl EFhand2CIbN

-20pmol
Back1EFhand2ClIb

-20pmol
For1EFhand2CIlbN

-20pmol
Back1EFhand2Clb

-20pmol

-20pmol ForSCIII

-20pmol
Back2InterSCIII

-200ng del
plasmido con la
construccion sclll-

tyrA (plantilla)

20pmol
CalblNcoH6Forw

-20pmol
Back2InterCIbN

-200ng del
plasmido con la
construccion
hiclbN-tyrA

(plantilla)

20pmol
Calb1NcoH6Forw

-20pmol
Back2InterCIbN

-200ng del
plasmido con la
construccion
hih2clbN-tyrA

(plantilla)

20pmol

reaccion 2

-20pmol ForSCIII

-20pmol
Back1EFhand2Clb

-10  uL de los
productos de la
reaccion 1 y de la

reaccion 2

-20pmol
Calb1NcoH6Forw

-20pmol
Back1EFhand2Clb

-10  pL de los
productos de la
reaccion 1 y de la

reaccion 2

-20pmol
Calb1NcoH6Forw

-20pmol
Back1EFhand2Clb

-10 uL  de los
productos de la
reaccion 1 y de la

reaccion 2

-20pmol
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ForlEFhand2CIbN CalblNcoH6Forw  Calbl1NcoH6Forw

-20pmol -20pmol -20pmol
Back1EFhand2ClIb Back2InterCIbN Back1EFhand2Clb

-200ng del -10 upL de los
plasmido con la productos de la
construccion reaccion 1 y de la
JoMutclbN-tyrA reaccion 2

(plantilla)

Cada reaccion de PCR de 100 pl contenia:
250 uM de DNTPs

10 ul de buffer comercial

2.5 unidades de Taq polimerasa

2.5 mM de MgClI2

ANEXO 2. MEDIOS DE CULTIVO Y AMORTIGUADORES
2.1 Lysogeny Broth(LB)

Para 1 litro

e 10 g de Bacto-triptona
e 5 gde extracto de levadura
e 10 gdeNaCl

e 950 ml de agua desionizada
pH ajustado a 7 con NaOH

* Para medio solido se agrega 15 g de Bacto agar por litro
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ANEXO 3. PROTOCOLOS

3.1 Sobreexpresion de proteinas

I. Se transformaron por electroporacion células FA114 con los plasmidos que poseen los

genes de cada una de las variantes a estudiar.

II. Se inocularon 50 ul de las células recuperadas de la electroporacion en cajas de LB-

Amp-Km y se dejaron crecer 12 horas a 30 °C.

III. Se tomd una colonia aislada de cada variante para inocular 10 ml de LB-Amp-Km y se

incubd toda la noche a 30 °C.

IV. Con los 10 ml del cultivo se inoculd 1 litro de LB-Amp-Km para cada variante. Se

incubd a 30 °C y 250 rpm hasta alcanzar una ODggg nm de 0.6.

V. La expresion de la proteina fue inducida con IPTG 0.5 mM y se continu6 la incubacion

bajo las mismas condiciones durante 4 horas.

VI. Las células cultivadas fueron colectadas por centrifugacion a 6000 rpm en un rotor

Beckman JA20 durante 20 min y congeladas a -70 °C para su posterior procesamiento.

3.2 Dialisis

El procedimiento de didlisis para eliminar tanto el exceso de imidazol proveniente del
proceso de purificacion, asi como el Ca®" unido a nuestras proteinas consistié en 8 cambios
de la solucion de didlisis. Todos los amortiguadores para la didlisis consisten en 10 mM de

Tris HCI pH 7.5, 10 mM de NaCl. Del amortiguador 2 al 6 contienen 1 mM de DTT y se

realizaron durante 1.5 horas, la didlisis final se dejo durante toda la noche.

La didlisis 1 Se realiz6 durante 2 horas y el amortiguador contiene EDTA 10 mM y 2 mM

de 2-mercaptoetanol.

Del amortiguador 2 al 7 se fue disminuyendo la cantidad de EDTA para eliminarlo también
en el proceso de la siguiente manera: Didlisis 2: 10 mM de EDTA, didlisis 3: 5 mM EDTA,
dialisis 4: 2 mM de EDTA, dialisis 5: 1 mM de EDTA vy finalmente las dialisis 6, 7 y 8 no
contenian EDTA.
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ANEXO 4. RESULTADOS ADICIONALES

4.1 Espectros de fluorescencia para las proteinas de fusion EF-hand-TyrA

Anadlisis de fluorescencia usando el lector de placa Safire controlada por la plataforma
TECAN (Tecan Group LTD, Ménnedorf, Suiza) de todas las construcciones EF-had-TyrA.
Para el analisis en presencia de calcio se utilizé una concentracién 2 mM de Ca*" mientras

que para el andlisis en ausencia de calcio se afiadié 1 mM de EDTA.

Figura 20. Espectros de emision de las variantes proteicas en presencia de 1,8-ANS en

ausencia (linea obscura) y presencia de calcio (linea clara).
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4.2 Curvas y ajustes enzimaticos
Los resultados obtenidos del analisis de actividad enzimatica de las proteinas de fusion

SCII-TyrA, HIcipnSCHI-TyrA y HIH2¢p,nSCII-TyrA son los siguientes:
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