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ABREVIATURAS

A - Angstrom

Atox1- chaperona de cobre tipo Atx71-like de H. sapiens

Atx1 - chaperona de cobre de levadura

CcO - citocromo C oxidasa

CCS - chaperona de cobre para la superéxido dismutasa (1)

CopZ - proteina transportadora de cobre

CV — volumen (es) de columna

DLS - Dispersion dinamica de Luz

DTT- Ditiotreitol

E. coli - Escherichia coli.

IPTG - Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido

kDa - kilodaltones

LB- Luria Bertani

LC- MS - cromatografia liquida y espectrometria de masas

LVATX - chaperona de cobre de Litopenaeus vanammei (sin etiqueta de histidinas)
LVATX his* - chaperona de cobre con etiqueta de histidinas

O/N- durante la noche (overnight)

PDB- Banco de datos de proteinas (Protein Data Bank)

SDS-PAGE- sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis.
SOD-superoxido dismutasa

MM — Micromolar
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1. INTRODUCCION

La vida en la Tierra ha evolucionado dentro de una mezcla compleja de componentes
organicos e inorganicos. Mientras que las moléculas organicas que conforman las
proteinas y el material genético son sintetizados y degradados enzimaticamente, los
elementos inorganicos como Cu, Fe y Zn no pueden ser degradados, por tal motivo,

requieren de un estricto control en su regulacion homeostatica (Festa & Thiele, 2011).

Se ha estimado que alrededor de un tercio de todas las proteinas requieren cofactores
metalicos para su funcion (Rosenzweig, 2002; Waldron & Robinson, 2009). Metales
como el Zn, Fe, Cu, Mn, Co y Ni no sdlo son requeridos como cofactores cataliticos
sino también como elementos estructurales para las enzimas (Beackley & MacGillivray,

2011, Porcheron et al., 2013).

Los metales son componentes esenciales de una gran variedad de sistemas biolégicos
y su utilizacion depende tanto del organismo como de su entorno (Beackley &
MacGillivray, 2011). La absorcion de metales, su equilibrio y su area de funcion son tan
elementales a la vida como el carbono y el nitrégeno para muchos recursos bioldgicos
basicos y complejos (Yannone et al., 2012). Como muchos otros metales de transicién,
el Cu tiene un papel importante en las funciones celulares, su capacidad redox hace del
Cu un cofactor ideal en las enzimas que catalizan la transferencia de electrones, siendo
imprescindible para la produccion de energia en la célula (Harrison et al., 1999;

Rensing & McDevitt, 2012; Vest et al., 2013)

10



1.1. Cobre en sistemas biolégicos

El uso de Cu en los sistemas biolégicos coincide con la formacién de una atmdsfera
oxigénica hace 1,700 millones de afios (Boal & Rosenzweig, 2009). La presencia de
oxigeno permitié la oxidacién de Cu*' a Cu*? siendo este ultimo el estado mas soluble y
biodisponible, permitiendo la incorporacion de este metal de transicion en el

metabolismo de diversos organismos (Boal & Rosenzweig, 2009).

En condiciones fisiologicas, el cobre intracelular se presenta en ambos estados de
oxidacion, Cu*'/Cu?*, esta interconversion conduce su participacion en diversos roles
estructurales y de catalisis (Harrison et al., 2000, Piug & Thiele, 2002; Festa & Thiele,
2011). ElI Cu es un elemento estructural en proteinas reguladoras, participa en
reacciones de transferencia de electrones y actua como cofactor catalitico de algunos
procesos bioldgicos como: la respiracion, el transporte de hierro, la proteccion contra el
estrés oxidativo, la produccion de hormonas peptidicas, la coagulacion de la sangre,
pigmentacion y proliferacién celular, entre otros, (Piug & Thiele, 2002; Brouwer et al.,
2002, Beackley & MacGillivray, 2011); en consecuencia a que el cobre esta involucrado
en una gran variedad de funciones biologicas se considera fundamental para el

desarrollo de diversos organismos (Li et al., 2007; Shoshan et al., 2016).
1.1.2. Cobre en el metabolismo celular

El cobre es un elemento esencial para procariontes y eucariontes (Balamurugan &
Schaffner, 2006). Se estima que la concentracién intracelular es de 10 a 1000 uM vy el

cobre libre (no ligado a proteinas) es varios 6rdenes de magnitud menor debido su
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asociacion instantanea con chaperonas y otras proteinas (Lee et al., 2002; Petris, 2004;

Balamurugan & Schaffner, 2006).

En el humano, la cantidad de cobre total en el cuerpo es ~100 mg y la ingesta en la
dieta diaria es ~1-2 mg (Kaplan & Maryon, 2016). Aunque la concentracion de iones de
cobre libres reportada en las células eucariontes es <10'® M (Rae et al., 1999), la
deficiencia cronica o sobrecarga de este metal (desequilibrio homeostatico del cobre)
ocasiona varios trastornos en el metabolismo humano. Un ejemplo clasico es la
enfermedad de Menkes & Wilson, causada ademas por la predisposicion genética del
individuo y defectos en los mecanismos de transporte de cobre, también esta
relacionado con desérdenes neurodegenerativos como el Alzheimer (Georgopoulos et

al., 2001; Perry et al., 2002; Shim & Harris, 2003; Harris, 2003; Bandmann et al, 2015).

Los iones de cobre reaccionan de manera promiscua con una amplia variedad de
proteinas que contienen S, N y O, y debido a sus propiedades redox producen
especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de la denominada reaccion de Fenton
(figura 1) ocasionando dafo oxidativo en las células (Valko et al., 2005; Balamurugan &
Schaffner, 2006; Boal & Rosenzweig, 2009; Kaplan & Maryon, 2016; Shoshan et al.,

2016).

Reaccion de Fenton e Radical hidroxilo
OH" + "OH altamente reactivo

H,0,

Cu(l) Cu(ll)

Figura 1. El cobre cataliza la produccion de radicales hidroxilos (OH) mediante la reaccion de Fenton.

(Imagen modificada de Robinson & Winge, 2010)
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A causa de su esencialidad y toxicidad, el cobre intracelular, tiene que ser
estrictamente controlado (Harrison et al., 2000; Piug & Thiele, 2002). Cada organismo
posee mecanismos de homeostasis de cobre, que regulan la captura, distribucion y
exportacion de este (Rutherford & Bird, 2004; Balamurugan & Schaffner, 2006), el
ensamblaje de estos centros metalicos involucra la participacion de muchas proteinas

accesorias (Hausinger et al., 2001; Cook et al., 2008).
1.2. Metalochaperonas

Los organismos han requerido la evolucién de un sinnumero de sistemas para la
captura, transporte intracelular, carga de proteinas y almacenamiento de iones
metalicos con el fin de asurar los requerimientos celulares y minimizar los efectos

toxicos de los mismos (Beackley & MacGillivray, 2011; Gaetke et al.,2014).

Una forma de asegurar que el metal correcto ha sido adquirido por una metaloenzima
es mediante metalochaperonas (Waldron et al., 2009), que unen iones metalicos y los
entregan directamente a proteinas que lo requieren en su estructura, por medio de
interacciones proteina-proteina, ya sea para un papel estructural o catalitico

(Rosenzweig, 2002; Beackley & MacGillivray, 2011; Bravo-Gémez et al., 2015).

Las metalochaperonas protegen, guian y entregan los cofactores metalicos correctos al
sitio correspondiente (Rosenzweig, 2000) y participan en la respiracion, fotosintesis,
transmision neuronal, defensa contra los agentes toxicos, entre otros procesos

bioldgicos (Rosenzweig, 2002). Estas proteinas mantienen un motivo de secuencia’

! Motivo de secuencia: Secuencia de aminoacidos reconocibles que se encuentran en diferentes proteinas,
generalmente indican una funciéon bioquimica (https://www.sinauer.com/media/wysiwyg/samples/nsp-
protein-1-16.pdf)
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altamente conservado MXCXXC, que es capaz de coordinar a diferentes metales.
Aunque los factores determinantes de la selectividad de estas proteinas por un ion
metalico especifico aun no han sido definidos, ha habido un progreso significativo en
estudios estructurales, de coordinacion quimica y algunos mecanismos moleculares de

las metalochaperonas (Rosenzweig, 2002; Urvoas et al., 2004).

1.2.1. Metalochaperonas y la homeostasis de cobre celular

El concepto de metalochaperona de cobre es relativamente nuevo. A inicios de 1997
fueron identificadas por primera vez proteinas con esta funcion y a partir de su
descubrimiento, las metalochaperonas de cobre, han sido las mas estudiadas a causa
de la gran diversidad de enzimas registradas que utilizan este metal como cofactor

(Bravo-Goémez et al., 2015).

La homeostasis de cobre esta controlada por transportadores de captura y eflujo de
iones, asimismo por los grupos de moléculas intracelulares involucradas en el manejo
del cobre y entrega a sus sitios especificos (Kaplan & Maryon, 2016). Esta familia
especializada de proteinas, que unen iones de cobre y sirven para distribuirlos en las
metaloenzimas que lo requieren son denominadas chaperonas de cobre (Bravo-Gémez

et al., 2015).

1.2.2. Chaperonas de cobre

Las chaperonas de cobre son una familia conservada de metalochaperonas presentes
en procariontes y eucariontes, que incorporan al Cu*! libre del citoplasma a proteinas
que lo coordinan (figura 2) (Rubino & Franz, 2012), de esta manera el cobre esta
coordinado por una proteina dentro de la célula y consecuentemente es incapaz de
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participar en reacciones quimicas potencialmente perjudiciales con otros componentes
celulares, evitando la produccion de ROS (Harrison et al., 2000; Kihlken et al., 2002).
Estas chaperonas pueden quelar cobre incluso en condiciones donde las
concentraciones de metal son tan bajas que las metaloenzimas no pueden adquirirlo

(Bravo-Gémez et al., 2015).

Modelo del mecanismo de transferencia de Cu+!

Figura 2. Modelo del mecanismo de transferencia de Cu*'. La chaperona de cobre (verde) coordina el ion
Cu*' con dos ligandos cisteinil-sulfuro, predominantemente en un complejo diagonal (con un pequefio
porcentaje de especies trigonales). El ligando intercambiable puede ser azufre (S), nitrégeno (N) u
oxigeno (O) de los aminoacidos que conforman el sitio de unibn a metales de la proteina blanco

(naranja). (Imagen modificada de Harrison et al., 2000).

Las chaperonas de cobre disponen de una variedad de mecanismos de transferencia
de cobre, ademas, son multifuncionales y estructuralmente heterogéneas, pueden tener
uno o multiples dominios, formar varios estados oligoméricos, asi como ser solubles y/o

estar ancladas a la membrana (Palumaa, 2013).
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La localizacion de las chaperonas de cobre esta relacionada con los requerimientos
intracelulares de cobre en los organismos. En eucariontes, las chaperonas de cobre se
localizan en el citoplasma y espacio intermembranal de la mitocondria, mientras que en
algunas bacterias Gram negativas, las chaperonas de cobre se localizan en periplasma
(Rubino & Franz, 2012), y en el caso de bacterias Gram-positivas, en la membrana
plasmatica. Es decir, en eucariontes es necesario la presencia de cobre en el
citoplasma, mientras que, en el caso de bacterias, el requerimiento de cobre
aparentemente es extracitoplasmatico (Tottey ef al., 2005; Osman & Cavet, 2008; Banci
et al., 2010). Por lo anterior, la maquinaria homeostéatica de cobre en bacterias tendria
el unico propdsito de eliminar los iones de cobre que se encuentren en un lugar distinto
a lo habitual (periplasma) (Solioz et al., 2010). A excepcion de la cianobacteria
Synechocystis sp., que, hasta la fecha, es el unico género de bacteria del cual se

tienen registros sobre su requerimiento de cobre en citoplasma (Cavet et al., 2003).

1.3. Vias de trafico de cobre en eucariontes

1.3.1. Via de influjo de cobre

El metabolismo de cobre en eucariontes difiere del de procariontes por la utilizaciéon de
cobre en el citoplasma y varios organelos celulares como la mitocondria y el reticulo
endoplasmico (Robinson & Winge, 2010; Palumaa, 2013). En las células eucariontes el
cobre es importado como Cu*' mediante un sistema de influjo de alta afinidad a cobre,
por los miembros de la familia de transportadores Ctr (figura 3) (Boal & Rosenzweig,
2009; Palumaa, 2013). Estos transportadores de membrana fueron identificados por

primera vez en Saccharomyces cerevisiae y posteriormente se han encontrado
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homologos en plantas, humanos y otros mamiferos (Dancis et al., 1994, Boal &
Rosenzweig, 2009). Sin embargo, hasta la fecha, no han sido identificados analogos de
estos transportadores en procariontes. Los transportadores Ctr contienen motivos ricos
en metioninas en el extremo N-terminal y conservan residuos de cisteina e histidina en
el extremo C-terminal para la unién de iones de cobre de manera especifica y

transportarlos a través de la membrana al interior celular (Boal & Rosenzweig, 2009).

Figura 3. Esquema de un transportador Ctr, por su alta afinidad a cobre, transporta el cobre al
interior celular. (Cu) iones de cobre, (M150-M154) metioninas 150 y 154 que forman un anillo de
metioninas en el transportador Ctr, (GSH) glutatiéon, (Atox1) chaperona de cobre Atx1-like,
(ATP7A/B) ATPasa A y B, (CCS) chaperona de cobre para la superoxido dismutasa, (SOD)

superoxido dismutasa (Imagen modificada de Harrison et al., 2000).
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1.3.2. Vias de eflujo de cobre

Una vez dentro de la célula, existen tres destinos principales para el cobre (figura 4)
cada una de estas vias posee una chaperona de cobre especifica como transportador,
que unen Cu*' con multiples cisteinas como ligando (Rosenzweig, 2000, Sturtz Field et
al., 2002; Boal & Rosenzweig; 2009 Robinson & Winge, 2010). Las tres vias de eflujo

de cobre que han sido descritas en eucariontes son:

1) Via de tréfico de cobre hacia la superdoxido dismutasa (SOD)

2) Ruta de entrega de cobre a la mitocondria para la activacion de la citocromo C

oxidasa

3) Ruta de entrega de cobre a la via secretoria para la activacion de enzimas

destinadas a la superficie celular o el medio extracelular.

Estas chaperonas son responsables de la transferencia del ion a su destino final o
algun punto intermedio de la via, evitando de esta manera la liberacion de iones de
cobre en compartimentos celulares donde su presencia causa efectos dafinos (Banci

et al., 2010).
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Vias de eflujo de cobre en eucariontes

Cco

Figura 4. Esquema general de las vias de eflujo de cobre en eucariontes. Una vez que se ha
incorporado el cobre al interior celular es coordinado por diversas chaperonas de cobre. 1) La
chaperona de cobre CCS dirige el ion Cu*' hacia la SOD1. 2) Cox17 guia el Cu*'! hacia el espacio
intermembranal de la mitocondria. En el interior de la mitocondria el Cu*' participa en la cadena de
transporte de electrones cuya proteina terminal es la CcO. 3) Atox1 viaja hacia el interior del nucleo,
esta proteina participa como factor de transcripcion del gen CCND1, Atox1 también dirige el cobre
hacia el transportador ATP7A/B de la cara frans del Aparato de Golgi donde el metal sera
incorporado por otras cuproproteinas (CP) o expulsado mediante vacuolas. I) Los iones “libres” en el
citosol se unen a metalotioneinas (MT) o al péptido glutation (GSH). (Imagen basada en los trabajos
de Sturtz Field et al., 2002; Robinson & Winge, 2010; Hatori & Lutsenko, 2013; Grubman & White,
2014; Kaplan & Maryon, 2016).
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1.3.2.1. Via de trafico de cobre hacia la superéxido dismutasa (SOD1)

La SOD1 (superdxido dismutasa 1) es una enzima citosdlica que emplea Cu como
cofactor para catalizar la dismutacion de dos aniones superdxidos (O2’) a peroxido de
hidrégeno (H202) y oxigeno (Oz2). Se localiza también en el espacio intermembranal de
la mitocondria, y para su activacibn en ambos sitios celulares, requiere el cobre
transferido por CCS (chaperona de cobre para SOD1) (McCord et al., 1969; Culotta,
1997; Rae et al., 1999; Robinson & Winge 2010). CCS tiene tres dominios estructurales
con diferentes funciones: la uniéon de cobre, la transferencia de cobre y la interaccion
con SOD1 (Sturtz Field et al., 2002). ElI dominio | se requiere para la activacion de
SOD1 solo cuando las concentraciones de cobre son limitadas, mientras que los
dominios Il y lll son esenciales para la funcion de CCS en cualquier condicion (Schmidt

et al., 1999).

1.3.2.2. Ruta de entrega de cobre a la mitocondria para la activacion de la

citocromo C oxidasa (CcO)

La CcO es la proteina terminal de la cadena de transporte de electrones en la
respiracion en eucariontes, se localiza en la membrana interna mitocondrial y emplea
electrones que provienen del citocromo C para reducir el oxigeno molecular en agua
(Beackley & MacGillivray, 2011; Bravo-Gomez et al., 2015). La transferencia de Cu a
través del citoplasma desde el transportador de membrana (Ctrl1) a la mitocondria
requiere de una metalochaperona, funcién que se atribuye a Cox17 en humanos
(Glerum et al., 1996, Nobrega et al., 2002). Sin embargo, al menos seis proteinas, de

las cuales tres son solubles (Cox17, Cox19, Cox23) y el resto se localizan en la
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membrana interna mitocondrial (Sco1, Sco2 y Cox11), pueden funcionar como

chaperonas de cobre para la CcO (Robinson & Winge, 2010).

Cox17 es una proteina pequefia de 63 residuos de aminoacidos, y contiene un motivo
de secuencia conservado CXeC que tiene una configuracion de horquilla helicoidal, se
encuentra presente tanto en el citoplasma como en el espacio intermembranal y actua
como chaperona de cobre, entregando el cobre de los sitios de importacion de cobre a
través del citoplasma hasta los receptores mitocondriales (Horng et al., 2004; Robinson
& Winge, 2010; Bravo-Gémez et al., 2015). La donacién de iones de cobre mediada por
esta proteina involucra la participacion de dos factores accesorios Cox11 y Sco1

(Robinson & Winge, 2010).

1.3.2.3. Ruta de entrega de cobre a la via secretoria para la activacion de enzimas

destinadas a la superficie celular o el medio extracelular

Otra via descrita, es la incorporacion de cobre en el lumen del Golgi, donde el cobre es
utilizado para la maduracion biosintética de la ferroxidasa FET3 (en humano) u otras
cuproproteinas, donde Ccc2p funciona como transportador de cobre para la ATPasa
tipo P, las chaperonas de cobre que trasportan a esta via son nombradas chaperonas
de cobre tipo Atx7-like (Fu et al, 1995; Lin et al., 1997). Estas proteinas son esenciales
para la entrega de Cu*' a las vias secretoras de cobre en eucariontes y para la
desintoxicacién en procariontes (Banci & Rosato, 2003; Osman, 2008; Boal &

Rosenzweig, 2009; Kim et al., 2009).

En eucariontes, las chaperonas de cobre denominadas Atx71-like (anti-oxidant

chaperones), se caracterizan por ser pequenos polipéptidos citoplasmaticos de ~70
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residuos de aminoacidos mantienen el motivo de unién a metales MXCXXC cerca del
N-terminal y conservan un plegamiento tipo ferredoxina (BaBpaf). Estas chaperonas
participan en el metabolismo de eflujo de cobre, entregando el ion metalico a las
ATPasas y otras proteinas blanco (Arnesano et al., 2001; Anastassopoulou et al., 2004,
Rubino & Franz, 2012). Se ha observado funciones adicionales de estas chaperonas,
como factores de transcripcibn o como reguladores redox para mantener
apropiadamente los estados reductivos de los sulfhidrilos en proteinas involucradas en

la homeostasis del cobre (ltoh et al., 2008; Hatori & Lutsenko, 2013).

Si bien, varios de los paradigmas del trafico intracelular del cobre en eucariontes han
sido estudiados en Saccharomyces cerevisiae, existen pocos estudios relacionados al
eflujo de cobre en eucariontes pluricelulares (Puig & Thiele, 2002; Rees et al., 2004).
Un modelo interesante de estudio son los crustaceos, que ademas de utilizar cobre en
sus procesos fisiolégicos normales, existen varios estudios sobre los efectos del cobre
en su desarrollo. Una de las especies de crustaceos de mayor interés comercial es

Litopenaeus vannamei (Santos et al., 2000; Valavanidis & Vlachogianni, 2010).

1.4. Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), también conocido como camaréon blanco del
Pacifico (figura 5), es la especie comercial de camaron mas importante de América
Latina. Se distribuye desde la costa oriental del Océano Pacifico en Sonora, México,

hasta el sur del continente en Tumbes, Peru (FAO, 2015).

22



Figura 5. Camaréon blanco del Pacifico (L. vannamei) (Boone, 1931). (Imagen tomada de:

http://www.vietcuisinetrading.com/shrimp-prawns).

Los cultivos extensivos de camaron blanco se establecen en las zonas
intermareales y a causa del incremento de la contaminacion por descargas
industriales y de las actividades mineras, los cultivos estan expuestos a metales
pesados (Hg, Pb, Cr, Cu, Zn, Co, Fe y Mn) que se acumulan en los sedimentos de
sistemas acuaticos, siendo el Cu uno de los metales pesados mas comunes en las
descargas industriales (Lacerda, 2006; Pamukoglu & Kargi, 2007; Xiao-Yi & Yu-
Feng, 2011). Por otro lado, el desarrollo acuicola aplicado en la zona costera ha
ocasionado un grave deterioro en los ecosistemas acuaticos debido a descargas de
nutrientes, materia organica y solidos en suspension, lo cual constituye una
contaminacion directa en los cuerpos de agua costeros (Allsopp et al., 2008;

Martinez-Cérdova et al., 2009).

Para reducir los efectos que este tipo de cultivo produce, se ha implementado el uso
de granjas camaroneras. En estas granjas se utilizan componentes bioactivos como
desinfectantes, aditivos alimentarios y fertilizantes, que contienen sulfato de cobre

(Cu2S04) utilizado para el control de crecimiento de macroalgas, bivalvos y como
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fungicida, lo que mantiene la exposicion constante de L. vannamei a metales
pesados teniendo un efecto ambiental importante (Dias-Bainy, 2000, Lyle-Fritch et

al: 20086).

Adicionalmente a lo anterior, y debido a que las zonas de distribucién vy
establecimiento de cultivos de L. vannamei corresponden con las zonas mineras de
cobre y otros metales de México y Peru, existe una alta exposicion a metales
pesados que, asi como el cobre, en pequefias concentraciones también son
requeridos por los organismos como As, Fe, Co, Zn, Mn, Cd, Pb, Cr (Valko, 2005;
INEGI, 2010). Incluso a bajas concentraciones de algunos de estos metales son
componentes peligrosos, ocasionando un gran impacto en distintas poblaciones

(Patrick, 2006; Bagal-Kestwal et al., 2008).

Para L. vannamei, se ha reportado que las poblaciones alcanzan una concentracion
letal media (CLs0?) contra cobre de 37.3 mg/L (Yang et al., 2008; Frias-Espericueta
et al., 2011). En crustaceos, esta es la CLso contra cobre mas alta reportada a la
fecha, en comparacion con Palaemon serratus, Cancer magister y Panaeus
Japonicus, que tienen una CLso contra cobre de 3.3, 0.5 y 145 mg/L
respectivamente (Frias-Espericueta et al., 2011), lo anterior hace suponer que L.
vannamei tiene un mecanismo de captura y eflujo de cobre eficiente, que permite el
crecimiento de la mitad de su poblacibn a la etapa adulta incluso a altas
concentraciones de cobre en su entorno. Otra particularidad de L. vannamei es que

no tiene un sistema inmune basado en anticuerpos, células T o0 memoria especifica

2 CLso (concentracién letal media): se define como la concentracién que resulta letal para el 50% de los
individuos expuestos a sustancias toxicas a corto plazo (Calabrese et al., 1977)
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de antigenos (Hoffmann et al., 1999; Hauton & Smith, 2007), lo que ha conducido a
diversos estudios sobre su transcriptoma para identificar la variabilidad en los genes
del sistema inmune innato y sus regiones reguladoras para el mejor entendimiento
del sistema (Ghaffari et al., 2014). Estos estudios han permitido conocer otras
proteinas que estan involucradas en diferentes procesos biolégicos de L. vannamei,
entre ellas algunas involucradas en el mecanismo de eflujo de cobre (Liu et al.,
2012; Ghaffari et al., 2014). En este trabajo nos interesamos en el estudio de una
chaperona de cobre de la familia Atx1-like identificada en el transcriptoma de L.
vannamei la cual fue denominada en este trabajo como LVATX (del inglés:

Litopenaeus vannamei, antioxidant copper chaperone).

2. ANTECEDENTES

2.1. Estructura y plegamiento de chaperonas Atx1-like

A finales de los afios 90’s del siglo pasado se identificaron proteinas homdlogas de
chaperonas de cobre Atx7-like en bacterias, plantas y animales. Mediante estudios
por resonancia magneética nuclear y cristalografia de rayos X, se han determinado
mas de 20 estructuras tridimensionales de estas chaperonas de diversos
organismos, lo que ha permitido la descripcion del sitio de union a cobre y otras
caracteristicas particulares de las chaperonas de esta familia (tabla 1) (Rosenzweig
et al., 1999; Wimmer et al., 1999; Wernimont et al., 2000; Arnesano et al., 2001;

Banci et al., 2001).
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Tabla 1. Estructuras tridimensionales de chaperonas de cobre Atx1-like

Organismo Proteina Tipo Resolucion PDB Ao
Hg*2- Atx1 (m) CRX 1.02A 1CC8 1999
Apo-Atx1 (ox.) (m) CRX 1.2 A 1CC7 1999
Saccharomyces Cu*! -yAtx1 (d) CRX 1.65A 5VDE 2017
cerevisiae
Cu*! -yAtx1 (d) CRX 1.93A 5VDF 2017
Cu*- Atx1 (m) RMN 1FD8 2000
Apo-Atx1 (red.) (m) RMN 1FES 2000
Hg*2-Atox1 (d) CRX 1.75A 1FE4 2000
Cd*2-Atox1 (d) CRX 1.75A 1FEO 2000
Homo sapiens  Cu*- Atox1 (d) CRX 1.80 A 1FEE 2000
HeCloNPt -Atox1 (m)  CRX 1.6 A 3IWL 2009
HeClNPt -Atox1 (d)  CRX 2.14 A 3IWX 2009
Pt*2-Atox1 (d) CRX 2.2A 4Q0T 2014
HeClN2Pt -Atox1 (m) ~ CRX 1.602 A 4YDX 2015
Ag*-Atox1 (m) CRX 2.7A S5FOW 2015
HeClNoPt -Atox1 (d)  CRX 2.14 A 4YEA 2015
Cu**-Atox1 (m) RMN 1TL4 2004
Apo-Atox1 (red.) (m) RMN 1TLS 2004
Enterococcus Apo-CopZ (m) RMN 1CPZ 2000
hirae
Cu*-CopZ (m) RMN 1KOV 2001
Bacilus subtilis  Apo-CopZ (m) RMN 1P8G 2007
Synechocystis  Cu*!- ScAtx1 (d) CRX 15A 2XMT 2010
sp. PCC6803 .
Cu*?- ScAtx1 (d) CRX 1.35A 2XMK 2010
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Cu*- ScAtx1 (d) CRX 1.75 A 2XMU 2010
Apo-ScAtx1 (m) RMN 1SB6 2004

Archaeoglobus  CopZ (m) CRX 1.78 A 2HU9 2006
fulgidus

Estructuras tridimensionales de chaperonas cobre Atx1-like depositadas en el PDB, (CRX)
cristalografia de rayos X, (RMN) resonancia magnética nuclear. (m) estructura monomérica, (d)

estructura dimérica. (Tabla modificada de Boal & Rosenzweig, 2009).

Atx1 de S. cerevisiae fue la primera estructura tridimensional de una chaperona de
cobre de la familia Atx7-like reportada y se obtuvo a una resolucion de 1.02 A
(Rosenzweig et al., 1999). Para determinar su estructura se utilizé Hg*?> como metal
de unién, mostrando la promiscuidad de esta chaperona para unir diversos metales.
A partir de este analisis estructural, se observé que las chaperonas Atx7-like tienen
el motivo de unién a metales MXCXXC en el extremo N-terminal y adoptan un
plegamiento BaBBap, al igual que la ferredoxina. En el mismo ano, este grupo de
investigacién determind la estructura de Atx1-Apo, a una resolucion de 1.2 A,
observando que tanto la forma Apo® como Holo* (en este caso con Hg*? como

cofactor) conservan el mismo plegamiento, incluso en condiciones oxidantes.

La estructura de la chaperona de cobre Hah1 o Atox1 (homdloga a Atx1) de H.
sapiens fue determinada en el siguiente afio por Wernimont y colaboradores (2000).
Esta estructura fue determinada en complejo con Cu*?, Hg*?y Cd*? a resoluciones de

1.8, 1.75 y 1.75A respectivamente. Es importante resaltar que Atox1 fue la primera

3 Apo (Apoenzima): Enzima sin cofactor, el cofactor puede ser un ion metalico, una molécula organica o una
combinacidn de ambas. (PAC,1994)
4 Holo (Holoenzima): Enzima unida a su cofactor (PAC,1994)
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estructura de una chaperona Atx7-like unida a cobre, donde fue posible observar
algunos detalles estructurales de esta proteina con el metal que transporta por
excelencia. En este estudio también postularon un posible mecanismo de
transferencia de cobre donde el intercambio directo de metales ocurre por la
coordinacion de los residuos de cisteina localizados en la superficie de la proteina y
que esta coordinacion permite la formacion de dimerizaciones en las chaperonas

(figura 6).

Figura 6. Esquema del mecanismo de transferencia de cobre por Atox1 (azul) y un dominio de las
proteinas ATP7A/B (proteinas de la enfermedad de Menkes & Wilson) (magenta). Atox1 coordina el
Cu*" mediante los grupos cisteinil-sulfuro de las cisteinas que conforman el motivo de unién a metales.

(Imagen tomada de Wernimont et al., 2000).

Hasta el 2001, se determind la estructura de Atx1 de S. cerevisiae en unién a Cu*’
por Arnesano y colaboradores, utilizando RMN. Observaron que el plegamiento tipo
ferredoxina se mantiene independientemente del metal unido y de su estado de
oxidacién. Sin embargo, la ausencia de Cu*! en Atx1 da lugar a una apertura de la
estructura en la vecindad del sitio de unién a cobre, mediante sutiles movimientos de

traslacion de los elementos de la estructura secundaria (figura 7) (Arnesano, 2001).

28



Figura 7. Esquemas de las estructuras en solucion de Atx1 de S. cerevisiae en su forma Apo (A) y
Holo (B). El recuadro negro enmarca el sitio de unién a metales. (Imagen tomada y modificada de
Arnesano, 2001)

Las estructuras Apo y Holo-Cu*' de Atox1 por RMN son muy similares a las
estructuras cristalograficas (figura 8), ademas es posible encontrar las formas
monomeéricas y diméricas en solucion. La mayoria de los cambios conformacionales
sobre la union del metal ocurren en el bucle de unién a metal, a diferencia de Atx1,

s6lo cambia una de las cisteinas (Anastassopoulou et al., 2004).

Figura 8. Estructuras de Atox1 de H. sapiens. A) Atox1-
Apo. B) Atox1-Cu*'. Las regiones en rojo corresponden a
a-hélices y en azul a hebras B. El ion de cobre esta
representado como una esfera amarilla y las cadenas
laterales en color azul. C) Estructura de Atox1-Cu*' en
solucién. D) Estructura cristalografica de Atox1-Cu*’

Imagen tomada de Anastassopoulou et al., 2004.
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Banci y colaboradores en el 2003 determinaron la estructura Apo-CopZ de B. subtilis
y describieron el mismo plegamiento convencional de las chaperonas Atx7-like. Sin
embargo, en el 2004, para la chaperona de cobre ScAtx1 de Synechocystis sp.
PCC6803, encontraron un plegamiento distinto donde la B4 esta ausente del

plegamiento tipo ferredoxina descrito previamente (figura 9).

Figura 9. Estructura de ScAtx1-Apo de S. sp. PCC6803, se muestran los elementos de estructura

secundaria. Hebras B (amarillo), hélices a (fucsia). (Imagen tomada de Banci et al., 2004)
Ademas, realizaron una comparacion entre ScAtx1-Apo y ScAtx1-Cu*' donde todos
los elementos de la estructura secundaria son superponibles, a excepcion de la

hélice a1 la cual es mas corta en su forma Apo (figura 10).

Cys IS Cys 15

Figura 10. Estructura de ScAtx1-Cu*' (gris) y ScAtx1-Apo (negro) de S. sp. PCC6803, se muestran los

elementos de estructura secundaria. (Imagen modificada de Banci et al. 2004).
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En 2007, Sazinsky y colaboradores determinaron la estructura de CopZ-NT del
hiperterméfilo Archaeoglobus fulgidus (figura 11), esta chaperona es muy particular
debido a que esta compuesta de dos subdominios: un dominio N-terminal que
contiene un centro mononuclear, homdlogo a las chaperonas Atx7-like con un
plegamiento BaaBBBa y un dominio C-terminal compuesto de hélices a. Su estructura
revela sitios adicionales de unidon a metales que se localizan en el dominio C-

terminal.

Figura 11. A) Estructura tridimensional del dominio N-terminal de CopZ-NT (verde) y el dominio C -

terminal (azul). (Imagen tomada de Sazinsky et al., 2007).

2.2. Oligomerizacion de las chaperonas de cobre Atx1-like

Aunque se conoce mucho sobre las estructuras tridimensionales de las chaperonas
de cobre, poco se sabe sobre las formas de estas proteinas en solucién (Kihlken et
al., 2002). A partir de las observaciones de Wimmer y colaboradores (1999), se
postulé la posible formacion de un dimero para CopZ de E. hirae. Los datos

experimentales de DLS mostraban una variabilidad de tamaros del 7%, y los autores
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atribuyen esta variacion a la agregacién de CopZ, dando como resultado una amplia

distribucion de tamafos y/o formas.

Atx1 de S. cerevisiae es la Unica chaperona de cobre de este tipo para la cual se ha
demostrado claramente que permanece en forma monomeérica en solucion, tanto en
su forma Apo como en Holo (Arnesano, 2001). Se han observado formas diméricas

en Atox1 de H. sapiens, ScAtx1 de Synechocystis sp.PCC6803.

En 2002, Khilken y colaboradores, evaluaron los estados oligoméricos de CopZ de B.
subtilis y mostraron que CopZ-Apo es monomeérica al anadir DTT como agente
reductor. Asi mismo, observaron que la adicion de 1 equivalente (eq) de Cu*'
ocasiona la dimerizacion de la chaperona. En sus mediciones concluyeron que al
afiadir mas de 1.5 eq de Cu*' promueve interacciones inespecificas entre las
proteinas. En el caso de ScAtx1, también la dimerizacion es mediada por cobre

(Sazinsky et al., 2007).

En el 2004, Narindrasorasak y colaboradores, realizaron un analisis comparativo
entre Atx1 de S. cerevisiae y Atox1 de H. sapiens con relacion a su capacidad de unir
metales, observaron que ambas proteinas pueden coordinar los iones: Cu*', Ag*’,
Hg*?, Cd*? y la unién de estos metales altera la conformacién de la subunidad

estructural y el estado de oligomerizacién de las proteinas.

En 2010, Badarau y colaboradores, observaron que, en la ScAtx1 de Synechocystis,
se forma un cluster de dos o cuatro dimeros en coordinacién con el cobre (figura 12),
dependiendo de la cantidad de iones aplicados a la muestra en solucién, observando

también la formacidon de trimeros y aunque la transferencia de cobre de la forma
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trimérica es favorable, este proceso es fuertemente dependiente de la forma
dimérica, proponiendo que este proceso oligomérico es la manera en que el cobre

libre es retirado del citoplasma.

Figura 12. Estructura tridimensional de ScAtx1 de Synechocystis sp. PCC6803, se observa la
formacién de un dimero en coordinacién con cuatro iones de cobre. (Imagen tomada de Badarau et

al., 2010).

2.3. Particularidades de la union a metales de las chaperonas de cobre Atx1-

like

Khilken y colaboradores (2002) sugieren que el potencial redox de las formas de CopZ
de B. subtilis, es capaz de reducir el Cu*? a Cu*'. Realizando un experimento con
concentraciones de 1 eq de Cu*? se determind la union de ~0.5 atomos de cobres por
cada proteina. El espectro UV-visible sugiere que el cobre detectado es Cu*!, aunque
el mecanismo de transferencia de electrones para la reduccién de Cu*? a Cu*! ain no

esta claro en este caso, e implicaria la funcion de la chaperona como cuproso oxidasa
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(Khilken et al., 2002). Esta funcion también puede atribuirse a Atox1 y Atx1, aunque se
sabe que la apoproteina reducida es capaz de convertir Cu*? a Cu*1, la proteina
oxidada también ejecuta esta funcion, pero de manera limitada (Narindrasorasak, et al.,
2004), demostrando por primera vez que Atox1 es capaz de unir Cu*? y convertirlo a

Cu*! en condiciones oxidantes.

Por lo anterior, con el fin conocer cdmo las chaperonas de cobre Atx7-like llevan a cabo
su funcién en condiciones oxidantes, en este trabajo nos enfocamos en el estudio de
las propiedades estructurales de LVATX, en relacion a la presencia y ausencia de

metales.
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3. HIPOTESIS

La oligomerizacién de la chaperona de cobre de Litopenaeus vannamei (LVATX) en
condiciones oxidantes es dependiente de la adicion de metales (Cu*? y Ag"'),
promoviendo la formacion de dimeros y cambios conformacionales en su estructura

secundaria.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la ausencia y presencia de metales, Cu*?> y Ag*!, sobre la
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la LVATX del camarén blanco

Litopenaeus vannamei.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Disenar un protocolo para la obtencién de LVATX con la pureza suficiente para

realizar experimentos de DLS, DC y cristalografia.

« Evaluar e identificar los posibles cambios en la estructura secundaria y

cuaternaria de la LVATX en presencia y ausencia de Cu*? y Ag*'.

* Obtener cristales de LVATX.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Sintesis del gen para LVATX**

En el laboratorio de Biologia Molecular de Organismos Acuaticos (CIAD-Hermosillo)
identificaron la secuencia de una chaperona de cobre Aix7-like putativa en el
transcriptoma de L. vannamei (Ghaffari et al., 2014) la cual fue denominada LVATX
(chaperona de cobre Atx1-like de L. vannamei). Utilizaron para el disefio de un gen
sintético el vector de sobreexpresion pJExpress404 (DNA 2.0, USA), con la secuencia
nucleotidica de LVATX mas una etiqueta de histidinas (10 histidinas) y el sitio de corte
para PSP (PreScission Protease) en el extremo N-terminal. El disefio del gen sintético

incluyé la optimizacién de codones para E. coli.

**Proceso realizado por colaboradores de CIAD-Hermosillo

5.2. Analisis de secuencia de LVATX

Se realiz6 un andlisis con el programa ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) de

la secuencia de aminoacidos de LVATX para conocer los valores tedricos de punto
isoeléctrico, masa molecular, coeficiente de extincion molar, entre otros. Asi mismo se
realizé un alineamiento de secuencias de aminoacidos con el programa FASTA EBI

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/) contra la base de datos del PDB (Protein Data

Bank), con el fin de identificar las chaperonas Atx7-like homdlogas a LVATX y con
estructura tridimensional determinada. Para complementar este analisis se realizé un

alineamiento entre las secuencias de chaperonas de cobre homdlogas con el programa

BLAST ® (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), este analisis de realizé con el fin de
calcular su porcentaje de identidad. Sin embargo, para las secuencias de estructuras
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cuyo porcentaje de identidad no fue determinado en BLAST (por tener una identidad

menor al 30%), el porcentaje de identidad fue calculado de la siguiente manera:

_ _ numero de aminodacidos idénticos
% de identidad =

numero de residuos totales

Finalmente, para localizar los motivos de secuencia conservados y otras caracteristicas
de la secuencia de LVATX en relacion con las Atx7-like reportadas, se realizd un
alineamiento de todas las secuencias con el software  Chimera

(www.cqgl.ucsf.edu/chimera) utilizando ClustalW.

5.3. Identificacion de homélogos estructurales

Con el programa Coot versién 0.8.1 (Crystallographic Object-Oriented Toolkit) se
realiz6 un alineamiento entre las estructuras seleccionadas como homdlogos
estructurales de LVATX, utilizando los valores de RMSD (Root-mean-square deviation)
de la posicion de los atomos, considerando los carbonos alfa (Ca) de cada una de las
estructuras. Se gener6 un modelo estructural con el programa |-TASSER

(http://zhang.bioinformatics.ku.edu/I-TASSER) para la observacion del sitio de unién a

metales de las chaperonas Atx1-like homdlogas a LVATX.7

5.4. Identificacion de proteinas involucradas en las vias de trafico de cobre en el

transcriptoma de L. vannamei

Se realizé una busqueda preliminar de las proteinas participes en el trafico de cobre, se
utilizaron las bases de datos de Li et al., 2012 y Ghaffari et al., 2074, utilizando como

referencia los motivos de secuencia de union a cobre de cada una de las chaperonas
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de cobre y proteinas reportadas. Se utilizd el visualizador de secuencia CLC viewer

8.0.0.

5.5. Clonacion y Expresion de LVATX

El gen LVATX fue clonado en el vector pJExpress404 (con promotor TS y optimizado
para E. coli) por el proveedor DNA 2.0. Este sistema de expresion es citoplasmico y
tiene el gen de resistencia a ampicilina. La cepa utilizada en este estudio fue E. coli

BL21 PKJE7 que tiene un gen de resistencia a cloranfenicol.

5.5.1. Transformacién de E. coli BL21 PKJE7

Se transformaron células competentes (50 ul) de E. coli BL21 PKJE7 con 1ul de
plasmido, colocando la mezcla en tubos eppendorf estériles de 1.5 ml de volumen.
Posteriormente se incubaron en hielo durante 15 min e inmediatamente después a
42°C durante 45 s, al término de esta incubacion, la mezcla se colocd nuevamente en

hielo durante 5 min.

Se afadieron 200 ul de medio LB (sin antibi6tico) a cada tubo y se introdujeron en un
matraz pequefio (125 ml de volumen) para incubarlos a 37°C con agitacién de 200 rpm

durante 45 minutos.

Al término de la incubacion, en condiciones estériles, esta mezcla celular se colocé en
cajas petri con agar-ampicilina (200 ug-ml-') - cloranfenicol (34 ug-ml') y se extendié en
el medio sdélido con una espatula Digalski. La caja fue incubada O/N a 37°C y se

seleccionaron las colonias que crecieron en este medio, ya que contienen el plasmido
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contiene con el gen de resistencia a ampicilina y PKJE7 contiene resistencia a

cloranfenicol, posteriormente las cajas se almacenaron a 4°C.
5.5.2. Pre-inoculo

De las colonias transformadas, se selecciond una y fue colocada en un matraz con
50ml de LB, se adicioné ampicilina (100 pug:ml-') y cloranfenicol (34 ug-ml') y se incubo

O/N a 37°C a 200 rpm.

5.5.3. In6culo y expresién

A 1 litro de medio LB se le adicioné ampicilina (100 ug-ml") y cloranfenicol (34 ug-ml").
Se afiadieron 15ml de preindculo y se incubd a 37°C con agitacion de 200 rpm hasta
alcanzar una densidad optica (O.D. s00) de 0.8, posteriormente se indujo con 1mM de

IPTG y se incubo a 16°C por 16 hrs manteniendo la agitacion.
5.5.4. Cosechay lisis de células

Al final de la incubacion, el cultivo se colocé en frascos para centrifuga, se
centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min, después se desecho el sobrenadante y la

pastilla de células se colocd en un tubo Falcon de 50 ml.

NOTA: Si las células no se utilizan ese mismo dia para purificar LVATX, se almacenan

a -20°C en tubos debidamente etiquetados y sellados.

Las células se resuspendieron en 30 ml de solucion litica: 10mM Tris HCI pH8, 150 mM

NaCl, 5%, Sarcosil y se sonicé en un ciclo 40%de amplitud, 40 s ON y 20 s OFF.
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El cultivo lisado se centrifugdé a 11,000 rpm durante 20 min, hasta que se formara una

pastilla de restos celulares. Se recuperd el sobrenadante y se desecho la pastilla.

5.6. Purificacion de LVATX

5.6.1 Purificaciéon por Afinidad a Niquel

Se utilizé el método de Batch para la purificacion de LVATX. Para este método, se
monté 1ml de resina Ni-sepharose (GE Healthcare) a una columna de propileno
(Quiagen) (capacidad de 5ml). Se equilibré la resina con 10 volimenes de columna
(CV) de Buffer A (60 mM Tris-HCI pH8, 50 mM NaCl) y posteriormente con 10 CV de
Buffer A + 10mM de imidazol. La resina equilibrada fue colocada junto con el extracto
crudo (sobrenadante de la lisis) en un tubo Falcon de 50 ml de volumen y se coloco en

un agitador-rotador de tubos durante 30 min a 4°C.

Después de la agitacion, el extracto junto con la resina fue empacada en la columna de
propileno, de este modo la resina se asent6 en la base de la columna y el eluado se
colectdé en un tubo. Para la elucién de LVATX his* se utilizé un gradiente escalonado de
Buffer A adicionado con diferentes concentraciones de imidazol: 10 mM, 30 mM, 70
mM, 250 mM y 500 mM. LVATX fue eluida en un volumen total de 5 ml de Buffer A con

250 mM de imidazol.

5.7. Electroforesis SDS-PAGE

Mediante SDS-PAGE se identificaron las fracciones que contenian LVATX, asi mismo,

se utilizo esta técnica para corroborar la expresion y pureza de esta. Los geles
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utilizados en este trabajo contenian tricina 10% y acrilamida 15%. Las imagenes fueron

capturadas con Gel Doc ™ EZ Gel Documentation System (BioRad).

5.8. Cuantificacion de proteina

Para la cuantificacion de LVATX en el extracto se utilizd la técnica colorimétrica de
Bradford (1976), las mediciones se realizaron por triplicado utilizando el
espectrofotometro Genesys ™ 10S UV-Vis. Como estandar se utilizd una curva con

diferentes concentraciones de BSA (bovine serum albumin).

5.9. Determinacién de Punto Isoeléctrico

Mediante un gel de gradiente de pH “phastgel” (previamente hidratado) en el sistema
PhastSystem separation and control unit se corrid6 una muestra de LVATX his* a una
concentracion de 1 mg-ml' en buffer C (25 mM HEPES pH 8.5, 250 mM NacCl), el gel
de isoelectroenfoque utilizado fue para un intervalo de 3-9 de pl y se utiliz6 una

corriente eléctrica entre 75-500 A.

5.10. Inmunodeteccion de LVATX por Western Blot

Para identificar LVATX se realizdé un Western blot utilizando un anticuerpo Penta<His
Antibody (Quiagen) diluido 1/3000, en una muestra de LVATX his* expresada, y
cargada en un gel de Tris-tricina 10%. Una vez resuelta por electroforesis, se
transfirieron las bandas a una membrana de nitrocelulosa en una camara de
transferencia semiseca (Bio-Rad), utilizando el buffer de transferencia: 37 mM Tris HCI,

39 mM de Glicina, 0.037% SDS, 20% Metanol. La membrana fue tefiida con Luminol
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(Santa Cruz Biotechnology) (diluido 1:1) durante 30 segundos y revelada en Gel Doc

XR System (Bio-Rad).

5.11. Observacién de LVATX por microscopia electréonica de transmisiéon (MET)
En un trozo de parafilm (56x5 cm) se colocé una gota (25 pl) de muestra de LVATX his®,
al interior de la gota se inserta una rejilla de cobre con membrana formvar® y carbon
evaporado y se mantuvo flotando en la gota durante 1 minuto. Posteriormente, se
extrajo la rejilla y se retird el exceso de muestra con papel filtro tocando una region
pequena del borde de la rejilla. Después, se dejo flotar sobre una gota de 5ul de
acetato de uranilo 2%, durante 1 minuto. El exceso de acetato de uranilo también se
retird con papel filtro. Las rejillas se observaron con MET, ZEISS modelo libra a 120kV.
Las imagenes capturadas fueron a aumentos de 6,300X - 100,000X.

5.12. Corte de etiqueta de histidinas

Para el corte de la etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal de LVATX, se
estandarizé el protocolo de expresion, purificacién y reaccion de corte de la proteasa

PSP.

5.12.1. Expresion de PSP (PreScission Protease)

Se transformaron células E. coli BL21 con 2 ul de plasmido pGEX con el gen PSP. Las
bacterias transformadas se sembraron en placas de LB sélido con ampicilina (100

ug-ml') y se incubaron a 37°C O/N.

> Formvar: resina termopldstica adicionada con carbén evaporado utilizada como pelicula de soporte en las
rejillas de cobre para MET.
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Las placas con bacterias se utilizaron como indéculo agregando 5ml de LB para
resuspender a las bacterias. Esta mezcla se anadié a 1L de medio LB con ampicilina
(100 pg-ml"). El cultivo se incub6 a 37°C y 200 rpm hasta alcanzar una O.D.s0o0 de 0.5,
momento en que se indujo con 0.5 mM de IPTG. El cultivo se incubd a 16°C y 200rpm,

O/N. Posteriormente se cosecharon las células y se almacenaron a -20°C hasta su uso.
5.12.2. Purificacion de PSP

Las células se resuspendieron en buffer de lisis: 50mM Tris HCI pH 7.5, 150 mM NacCl,
20% glicerol, 10 mM EDTA, 1mM DTT. Se afadio 0.1 yg-ml-' de lisozima y se incubd el

extracto por 30 min a 4°C con agitacion.

Se lisaron las células con 10 pulsos de sonicacion y se centrifugaron 30 min a 7,000
rom y 4°C. Se utilizé una columna de propileno empacada con 3 ml de resina
Glutathione Sepharose ™ 4 Fast Flow (GE Healthcare). Se lavé la columna tipo GST
con 10 CV de buffer de lavado (buffer de lisis), se aplico el lisado (extracto crudo
clarificado) a la columna, se dejé eluir por flujo a gravedad y se repitié este paso para
asegurar que la proteina se uniera a la resina. Se lavé la columna con 30 CV de buffer
de lavado (buffer de lisis). Se eluy6 la PSP con 2 CV del buffer de elucién (50 mM de
Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 20% glicerol, 10mM EDTA, 1mM DTT, 10mM de

glutation reducido). Se comprobé la pureza de PSP mediante SDS-PAGE 15%.

Las fracciones con PSP fueron dializadas contra buffer de almacenamiento (50mM Tris
HCI pH 8, 150 mM NaCl, 20% glicerol, 10mM EDTA y 1mM DTT). Posteriormente se

almaceno la PSP en alicuotas de 50 ul a -80°C.
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5.13. Corte de Etiqueta de histidinas de LVATX

Para el corte de la etiqueta de histidinas de LVATX, se realizd una dialisis contra buffer
de corte (buffer A + 1mM de DTT). A la muestra de 6 mg-ml' LVATX his* pura se
agregaron 50ul de PSP a una concentracion de 4 mg-ml', esta muestra se colocé en
una bolsa de didlisis con tamafo de corte de 6-8 kDa, la dialisis de realizd en un
volumen de 800 ml de buffer de corte (20mM HEPES, 0.5 M NacCl, 10% glicerol, 1mM
DTT) con agitacion O/N a 4°C. Se comprobd el corte de la etiqueta de histidinas

mediante SDS-PAGE Tricina 10%.
5.14. Purificacién de LVATX por cromatografia de exclusion molecular

La purificacion por exclusion molecular fue utilizada para separar LVATX (sin etiqueta
de histidinas) de los residuos de la reaccion de corte, asi como de la PSP. Para realizar
este ensayo se utilizdé una columna Superdex® 75 10/600 (GE Healthcare), que tiene
un volumen total de 120 mI-min' y esta conectada a un sistema GE AKTA prime plus.
Se equilibré la columna con 2 CV de buffer A (50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl),
posteriormente se inyectd la muestra a un flujo de 1 ml'min-', con un limite de presién
0.3 MPa. La proteina se inyectd a una concentracion de 4 mg-ml-1, con un volumen
total de 2 ml. Se registro el tiempo de retencion con un detector UV U9-L: 280nm. Se
colectaron fracciones de 2 ml de volumen y se corrié un SDS-PAGE para identificar los

picos y el tiempo de retencién donde eluye LVATX.
5.15. Identificacién proteémica LC-MS

Después de identificar las fracciones que contenian LVATX. Las muestras se corrieron
en un SDS-PAGE 15%, esta electroforesis se realizé a 4°C, con soluciones nuevas y
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filtradas, para evitar contaminantes en la muestra, estas bandas fueron analizadas por
LC-MS (ver mas detalles en anexo 1). La concentracion de la proteina analizada fue de

2.5 mg-ml".

5.16. Analisis del estado de agregacion de LVATX

Se analizaron las muestras de LVATX por DLS (Dynamic light scattering por sus siglas
en inglés). Las mediciones se realizaron en el equipo Zetasizer Nano Z (angulo de

dispersién 173°), a una temperatura de 28°C tanto para la muestra Apo, asi como Holo.

Para la adicién de estos metales se prepararon soluciones stock de sulfato de cobre
(Cu2S04) y nitrato de plata (AgNOs), ambas soluciones se prepararon a una
concentracion de 1M. Se realizaron diluciones para afadir 1eq de ion en relacioén con la
concentracion de LVATX 1:1. La concentracion de LVATX utilizada para estas
mediciones fue de 0.5 mg-:ml! en un volumen de 1ml. Para validar las mediciones de
DLS se consideré que el coeficiente de correlacion de las mediciones de cada

experimento fuera = 0.5.

5.17. Andlisis de estructura secundaria de LVATX por Dicroismo Circular (DC)

Mediante DC se analizaron las muestras de LVATX, se us6 un espectropolarimetro
marca Jasco modelo 715 (Analytical instruments). La muestra de LVATX se utilizé a
una concentracion de 0.3 mg-ml-! y previamente dializada contra buffer 50mM Tris-HCI
pH8, 50Mm NaCl (buffer filtrado y desgasificado). Se analizé LVATX en su forma Apo y
Holo (1 eq de Cu*? y Ag*') como control negativo se midié el espectro del buffer. Las

mediciones se realizaron a una velocidad de adquisicion de datos 20 nm-min-' (2
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espectros-s') a 25°C y a una longitud de onda A de 190-250 nm, los datos se

analizaron con el servidor BeStSel (http://bestsel.elte.hu)

5.18. Analisis de estructura secundaria in silico

Se realizd un analisis de estructura secundaria de las chaperonas Atx17-like depositadas
en el PDB de H. sapiens, S. cerevisiae y B. subtilis, comparando los esquemas de
estructura secundaria de tres de las chaperonas de cobre homélogas a LVATX, tanto

en su forma Apo como Holo (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) con el fin de identificar

diferencias estructurales.

5.19. Cristalizacion de LVATX

Se realizaron pruebas de cristalizacion con la proteina purificada en la forma Apo y
Holo, se realizaron pruebas con la técnica de Batch, de gota sedente y gota colgante,
estas dos ultimas con el robot de cristalizacion Mosquito LCP y con el robot

GRYPHON. Se utilizaron los siguientes kits de cristalizacion:

e Wizard I, II, lll, IV

e Crystal Screen 1, 2
e Crystal Screen Cryo
e Crystal Screen Lite
e PEG-ION

e Index, |, II

e Quick Screen

e MembFac
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e Morpheus

Para la identificacidon de cristales de proteina, los cristales observados fueron
tefidos con Izit (Hampton Research).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Analisis de la secuencia de aminoacidos de LVATX y determinacion de

pardmetros fisicoquimicos (tedricos).

LVATX es una chaperona de cobre de la familia Atx7-like, tiene 74 residuos de
aminoacidos y presenta en su secuencia los motivos de union a metales reportados
para los miembros de esta familia (Shoshan et al., 2016). La construccion utilizada en
este estudio fue denominada LVATX his*, ya que posee una etiqueta de histidinas en el
extremo N-terminal, asi mismo el sitio de corte para la PSP (PreScission Protease)

LeuGluValLeuPheGIn/GlyPro (figura 13).

Secuencia de aminoacidos de LVATX his*

4 N

MGSHHHHHHHHHHSSGHLEVLFQ/GPSHMSLMVHEFTVEMTCEGCSG

AAKRVLGKLGDKVSNVDINLETKKVIVTSTLSSDELLETLKKTGKEVTYLG

\SKAA y,

Figura 13. Secuencia de aminoacidos de LVATX (chaperona de cobre Atx1-like de L. vannamei).
Se observa la etiqueta de 10 histidinas (azul), la secuencia del sitio de corte de la PSP (morado) y

el motivo de union a metales MXCXXC (rojo).
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Los parametros estimados in silico a partir de la secuencia de LVATX, tanto con
etiqueta de histidinas LVATX his* como para LVATX (sin la etiqueta) se pueden
observar en la tabla 2.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de LVATX

Parametro LVATX his* LVATX
NUumero de amino4cidos 101 74
Masa molecular (Da) 11028.55 8283.59
Coeficiente de extinciéon molar” (M1 cm™) 1490 1490
Punto isoeléctrico 6.89 6.92

Valores tedricos de los parametros fisicoquimicos obtenidos del analisis de secuencia de LVATX his+ y
LVATX (sin etiqueta de histidinas) con el programa Protparam. (*) Valor del coeficiente de extincién

molar asumiendo que todas las cisteinas estan reducidas.

6.2. Identificacion de secuencias homologas a LVATX

Hasta la fecha, unicamente se han determinado las estructuras tridimensionales de
chaperonas Atx7-like de seis organismos (tabla 1), el porcentaje de identidad de estas
secuencias con respecto a LVATX fue determinado con el software FASTA EBI,
obteniendo asi, para cuatro de las secuencias, valores mayores al 30% de identidad,
Atox1 (Hah1) de H. sapiens (58%), Atx1 de S. cerevisiae (56%), CopZ de B. subtilis
(831%) y ScAtx1 de Synechocystis sp. PCC6803 (31%). Sin embargo, para las
chaperonas CopZ-NT de A. fulgidus y CopZ de E. hirae que fueron identificadas por

tener estructura tridimensional depositada en el PDB, el porcentaje de identidad de la
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secuencia no pudo ser determinado en este programa. Probablemente a causa de que
el dominio Atx7-like en CopZ-NT esta precedido por un dominio N-terminal de 130
residuos que contiene nueve cisteinas y es homdlogo a una clase de proteinas aun sin
caracterizar en arqueas (Boal & Rosenzweig, 2009), minimizando el porcentaje de
identidad entre estas secuencias. Para resolver esto, se realizd un alineamiento de
LVATX con la secuencia del dominio Atx7-like de CopZ-C, conformado por 69
aminoacidos, obteniendo un porcentaje de identidad de 38%. En el caso de CopZ de
E. hirae, la identidad de secuencia es baja (<30%), y fue calculada con la formula
descrita previamente en la metodologia, obteniendo porcentaje de identidad de 17.6%

(tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de identidad de secuencia de chaperonas Atx1-like con LVATX

Especie Proteina % Identidad % Positivos E- valor # de acceso PDE
Homo sapiens Atox1 (Hah) 58 75.4 3.5E-11 1FEE
Saccharomyces Atx1 56 68 2E-21 1FD8
cerevisiae

Bacillus subtilis CopZ 31 48 8E-07 1KoV
Synechocystis sp. ScAtx1 31 50 3E-08 1SB6
PCC6803

Archaeoglobus Copz-C 38 50 0.003 2HU9
fulgidus

Enterococcus hirae CopZ 17.6 55 - 1CPZ

Porcentaje de identidad de secuencias de chaperonas de cobre de diferentes organismos con estructura
tridimensional depositada en el PDB. (% de identidad) numero de residuos de aminoacidos idénticos. (%

positivos) porcentaje de residuos de aminoacidos con caracteristicas quimicas similares que se
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mantienen en las secuencias. (E-value) definido como el valor de expectancia, nos permite definir la tasa

de falsos positivos a encontrar dada la longitud de la secuencia problema.

6.3. Alineamiento de secuencias homadlogas a LVATX

A nivel de estructura primaria, se puede observar una treonina en la segunda posicion
del motivo de unién a metales en LVATX (figura 14). Estudios recientes, demuestran la
importancia del aminoacido en la segunda posicién del motivo MXCXXC, siendo comun
en eucariontes la presencia de una histidina o treonina MH/TCX1X2C (Shoshan et al.,
2016). En Atox1 de H. sapiens, la treonina facilita la transferencia direccional del cobre
a las proteinas blanco (Niemiec et al., 2014), potencialmente este residuo podria tener
la misma funcién en LVATX. Esta proteina también posee una secuencia que en Atox1
de H. sapiens se ha determinado como NLS (por sus siglas en inglés Nuclear
Localization Sequence), KKTGK, en el extremo C-terminal que, desde su
descubrimiento en 1999, su funcién aun no ha sido discutida detalladamente (Hamza et
al.,1999). En aspectos generales, se ha descrito para levadura, que los motivos
MXCXXC y KTGK forman un cluster en la superficie de la proteina que es crucial para
la funcién antioxidante en levadura (figura 15) (Lin et al., 1997; Hung et al., 1998), en el
mismo organismo, se ha reportado que la lisina 60 (K60) del motivo NLS, tiene un
papel importante en la actividad e interaccion con Cu-ATPasa y modula la afinidad del
sitio CXXC por el cobre, en el caso de humano es la lisina 63 (K63) (Hussain et al.,
2008).

En el alineamiento de secuencias se aprecia claramente la presencia de ambos
motivos en LVATX, lo que confirma que la secuencia de esta chaperona de L.

vannamei pertenece a la familia Atx1-like.
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Alineamiento de secuencias de Atx1-like de eucariontes

A
1 19 l 21 3 41
LVATX L vannamei CPSHMSLMVH EFTVEMTICES CJSCAAKRVLG KLGDKVENVD INLETKKV IV 50
AMoxi[H sapiens MP K FSVDMTCGE CJAEAVSRVLN KLGG V. K IDLENKKVC I 42
ATX1|S. cerevisiae . . . MAE | K FNVVMTCSE CJSCAVNKVLT KLEPDVSKID ISLEKQLVDV 47
51 1 71
LVATX|L vamnamei TSTLSSDELL ETUKKTCQEV TYLCCKAATS
AMoi|H.sapiens ESEHSMDTLL ATUKKTCRTV LCL 68
ATX1|S cerevisiae YT TLPYDFIL EKIKKTCKEY R SCKOL. 73
A.1
1 1 21 3 41
LVATX| H_sapiens HMSLMVH EFTVEfTC CECAAKRVLE KLCDKVSNVD INLETKKV IV 50
HUYA fugidss ~_ _MMRCPE ¢ WRVLP LTVCAHVK LWSKIKEDFY 38
51 1 71 81 o1
LVATX|H sapiens 7 5 11 © Ll F TLRKT CKEVIYLGGK AA . 78
JHUYIA fgidis FCOLESCEVY YF VERK KTRVCVK EREEPKPVCY CHRVTEKMLL 8
101 111 121 131 141
LVATX H. sapiens . . . . . ... 18
JHUYIA fugidis CAACKFCKEK AVEITCAGKS KWCVV RCCHWHLERL GFPV 130

Figura 14. Alineamiento de las secuencias de chaperonas de cobre de eucariontes en relacion con
LVATX. Las regiones con (*) muestran los sitios conservados, (:) sefialan sitios con residuos similares,
los recuadros negros enmarcan los motivos de unién a metales, los sitios NLS estan enmarcados en los
recuadros rojos. A) Alineamiento de las secuencias Atox1 de H. sapiens, Atx1 de S. cerevisiae con
LVATX. La flecha roja sefiala la treonina del motivo de union a metales, y el circulo encierra la lisina 63

(K63). A.1) Alineamiento de la secuencia CopZ-C de A. fulgidus con LVATX.
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Figura 15. Esquema de los residuos participantes en la coordinacion de cobre en las chaperonas de
cobre de eucariontes. En verde el ion Cu*' esta coordinado por las dos cisteinas (C18-C21) del motivo de
union a metales, asi mismo se observa la participacién de una treonina (T17). Se observa la lisina (K68)
del motivo rico en lisinas cercano al C-terminal (Modelo generado por I-TASSER, basado en la estructura

de H. sapiens, PDB: 1FEE).

En el caso de procariontes se ha reportado que en la segunda posicion del motivo de
unién a metales presenta una serina. El alineamiento de las secuencias de las Atx1-like
de procariontes en comparacion con LVATX muestra que las secuencias de CopZ de
B. subtilis y E. hirae, asi como ScAtx1 de S. sp. PCC6803 mantienen conservados las
dos cisteinas del motivo MXCXXC y el segundo residuo es variable (figura 16). El
motivo NLS esta ausente en las secuencias de procariontes analizadas. Esta secuencia
es exclusiva de eucariontes debido a la disposicion del material genético en el nucleo

en caso de eucariontes y la ausencia de este organelo en procariontes.
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Alineamiento de secuencias de Atx1-like de procariontes

B 1 11 21 ki 41

LVATX| Lvannamei =" SHMS LMV FTVE. . . .. MTCEGC LGKLGDK VSNVDINLET 45

1KOV|B. subtilis . . . .. . . . ME QKTLQ..VEC |MSCQHC| AVHVILEA 39

15B6|S. PCCBBO3 . . . . . . . CMTITOLTVYET [ACEACKA NEDA QATVQYVY To 38
5 61 7 81

LVATX|Lvannamei KKV IVT . . S TLSSDELL LKKT_REVTY LCCKAA TS

1KOV| B. subtillis (VDVSFDAD KVSVKDIADA TEDQ VAK |ECR. . 73

15B6|S PCCA803 KKV T | S ALCEEQLRTA |ASACHEVE. . ... .. 64

B.1 1 11 21 31 41

LVATX| L vannamei HMSLMVH EFTVE [MTCE GCRGCAAKRVL LGDKVSNY DINLETKKYI 49

1CPZIE hine . ... . . FSVKIMSCN HCMARIEEAV GR KKV KVOLKKEKAV 41
51 51 71 81

LVATX|L vamnamei VTS 7L5¢ LLE KK cKFVTYLGECK AATS

1CPZ| E hirae VKFDEANVOA ICOAINEL CYOAEVI. .. .68

Figura 16. Alineamiento de las secuencias de chaperonas de cobre de procariontes con LVATX. Las
regiones con (*) muestran los sitios conservados, (:) sefalan sitios con residuos similares, los recuadros
negros enmarcan los motivos de union a metales, los sitios NLS estan enmarcados en los recuadros
rojos. B) Alineamiento de las secuencias de CopZ de B. subtilis y de ScAtx1 de S. sp. PCC6803 con

LVATX. B.1) Alineamiento de la secuencia de CopZ de E. hirae con LVATX.

6.4 Analisis de estructuras tridimensionales homologas a LVATX

En adicion al analisis de secuencia, se analiz6 la homologia estructural tridimensional
en las estructuras determinadas de las chaperonas Atx17-like identificadas en la tabla 3
y se observo que la mayoria mantiene un plegamiento tipo ferredoxina (figura 17), a
excepcion de dos chaperonas: ScAtx1 que solo tiene tres hebras B y dos hélices a en
su estructura y CopZ-NT tiene una hebra B mas en su dominio Atx7-like (Banci et al.,

2004; Sazinsky et al., 2007).
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Estructuras tridimensionales homologas a LVATX

Atox1 H. sapiens Atx1 S. cerevisiae ScAtx1 S. sp. CopZ B. subtilis CopZE. hirae

Dominio Atx1-like

Extremo
N-terminal

“

CopZ-NT de A. fulgidus (dimero)
Figura 17. Estructuras tridimensionales de las chaperonas de cobre Afx7-like homdlogas a LVATX.
Estructura de Atox1 de H. sapiens (plateado), estructura de Atx1 de S. cerevisiae (magenta),
estructura de ScAtx1 de S. sp. PCC6803 (rosa), estructura de CopZ de B. subtilis (amarillo),
estructura de CopZ de E. hirae (cian), estructura de CopZ-NT de A. fulgidus (verde), en el recuadro

negro se enmarca el dominio Atx1-like de esta proteina.
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La sobreposicion de las estructuras tridimensionales de las chaperonas de cobre Atx7-

like demuestra las similitudes estructurales entre ellas (figura 18).

Figura 18. Empalme de las estructuras de chaperonas de cobre Atx7-like homdlogas a LVATX.

De la comparacién entre las estructuras de estas chaperonas, en la tabla 4 se
muestran los valores RMSD obtenidos (usando Ca). Estos datos revelan que
estructuralmente, las chaperonas son similares, y en el caso de CopZ de E. hirae a
pesar de tener un bajo porcentaje de identidad en secuencia (17.6%), es también un
homologo estructural del grupo de las Atx7-like. Lo anterior resalta la importancia de
realizar analisis similares para develar relaciones estructurales, dificiles de evidenciar

con un analisis a nivel de secuencia.
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Tabla 4. Valores de RMSD entre estructuras Atx1-like de diferentes especies

RMSD H. sapiens S. B. subtilis S. PCC6803 E. hirae A.
cerevisiae fulgidus

H. sapiens 0 1.6 A 1.89 A 1.7A 1.82A 3.47 A
65 Ca 58 Ca 50 Ca 65 Ca 30 Ca
S. 0 2.11A 2.12A 2.46 A 2.51A
cerevisiae 66 Ca 61 Ca 62 Ca 19 Ca
B. subtilis 0 2.31A 2.4 A 2.51A
24 Ca 61 Ca 24 Ca
S.sp 0 2.68 A 2.6 A
49 Ca 23Ca
E. hirae 3.06 A
17Ca

A. fulgidus 0

Valores de RMSD calculados con base en los Ca, comparacion entre estructuras tridimensionales de

chaperonas de cobre homologas a LVATX.

6.5. Identificacion de proteinas involucradas en el trafico de cobre en L. vannamei

Del analisis preliminar en el transcriptoma de LVATX (Liu et al., 2012; Ghaffari et al.,

2014) se identificaron las secuencias de cuatro proteinas involucradas en el trafico de

cobre.

a) CutC - proteina participe en la homeostasis de cobre, se localiza en el nucleo (Li

et al., 2010)

b) LVATX — chaperona de cobre tipo Atx1-like, se localiza en el citoplasma (Lui et

al., 2012)

c) Ctr- Proteina de alta afinidad a cobre, se localiza en la membrana plasmatica

d) ATPasa asociada a la enfermedad de Menkes (ATP7A), se localiza en la cara

trans de Aparto de Golgi.
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6.6. Expresion e identificacion de LVATX

Con el protocolo de expresion mencionado previamente en la metodologia, se obtuvo
un rendimiento de 6 mg de LVATX por litro de cultivo. Se observa la sobreexpresion de
LVATX his* (figura 19A), con una masa molecular cercana a ~12 kDa. En el Western
blot (figura 19B), fueron detectadas dos bandas por el anticuerpo Penta+his antibody
(Quiagen), la banda mas gruesa corresponde con la masa molecular estimada para
LVATX his*. Asi mismo, este valor es muy cercano al estimado por el software
Protparam (~11kDa) (tabla 2).

Expresion e Identificacion de LVATX

Figura 19. A) Analisis por SDS-PAGE 15% de la expresion de LVATX. (PM) marcador de masa
molecular, (expresién de LVATX) sobrenadante de las células sonicadas. La banda sefialada en el

recuadro blanco corresponde a LVATX his* (ver gel completo en anexo 2). B) Western blot, las bandas
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sefialadas con los recuadros blancos corresponden a las proteinas detectadas con el anticuerpo

Pentachis antibody (Quiagen). (ST). Cepa sin transformar, (Sl) cultivo sin inducir,

6.7. Purificacion de LVATX his*

Mediante cromatografia de afinidad a niquel (Batch), se obtuvo LVATX his* con alta
pureza (figura 20), y se observo a concentraciones mayores de 3 mg-ml' la formacion
de un precipitado de LVATX (datos no mostrados) Este comportamiento no es nuevo,
CopZ-Cu*' de E. hirae es otra chaperona de cobre que no puede mantenerse en
solucion a concentraciones mayores de 0.7 mM (~5.0 mg-ml-') (Wimmer et al., 1999) y
en el caso de Atx1-Cu*' de S. cerevisiae si la concentracién es mayor a 2 mM (~15
mg-ml') la proteina es inestable, ademas se tiene registros de que también es sensible
a cambios de temperatura, promoviendo la formacion de precipitados (Arnesano et al.,
2001), sin embargo, si la concentracién se mantiene a <1.8 mM (~13 mg-ml-') y 25°C,
Atx1-Cu*' se mantiene estable. Asumiendo que LVATX tiene un comportamiento
similar, la purificacion de LVATX se realizdé a temperatura ambiente (~25°C) y durante

el procedimiento no se observé la formacion de precipitados.

LVATX
kba PM  (his+)

130
100
70

55

35
25

15

10

Figura 20. Analisis por SDS-PAGE 15%. (PM) marcador de masa molecular, la banda senalada con el

recuadro blanco corresponde a LVATX his* pura.
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6.8. Andlisis del estado de agregacién de LVATX his*

Se analizd por DLS la muestra de LVATX his* a una concentracion de 1 mg-ml
con el fin de determinar la viabilidad de la muestra para ensayos de
oligomerizacién y de cristalizacion. En estos experimentos, se observo la

formacion de grandes agregados en solucién (figura 21)

De las tres mediciones realizadas a tres tiempos (To, T1y T2) se observa que
existe mas de un estado oligomérico de LVATX his*, cada una de las mediciones
se realizd con una diferencia de tres minutos entre cada una. Se observan
poblaciones que varian de tamafos con radios hidrodinamicos (Rn) que oscilan
desde los ~22 nm (4,613 kDa), ~34 nm (12,925 kDa) hasta los ~400 nm

(1"118,721 kDa), estos agregados fueron confirmados mediante MET

Radio hidrodinamico de LVATX his* en solucion

To

T

Figura 21. Analisis de DLS de una muestra de LVATX his* pura. A) Grafico de las diferentes poblaciones
de LVATX his* en solucion. Las barras negras de la parte inferior del grafico sefialan el radio

hidrodinamico (R+) promedio de las poblaciones presentes en los picos de las tres mediciones (nm). (To)
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medicion inicial, (T1) medicion a los 3 minutos y (T2) medicién a los 6 minutos. B) Grafico del coeficiente

de correlacion del espectro de DLS.

Mediante MET se pueden observar los agregados de LVATX his*, la mayoria

tienen forma redonda, con un diametro desde los ~30 nm (figura 22).

Figura 22. A) Agregados de LVATX his*, contraste convencional para MET (acetato de uranilo).
Las barras indican el diametro de los agregados en nanémetros (nm), 6,300X. B) Ampliacion a una

region con agregados de diversos tamarios (10,000X).

A mayor aumento podemos observar que varios agregados se conforman por

unidades de ~120-160 nm de diametro de LVATX his* (figura 23). Esta agregacion
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puede ser ocasionada por la etiqueta de histidinas, asi que se optd por evaluar si
este comportamiento de agregaciéon era tipico de LVATX o un artefacto de la

etiqueta de histidinas anadida.

Figura 23. Agregados de LVATX his* contraste convencional para MET (acetato de uranilo). Las
barras indican el diametro de los agregados en nanémetros (nm), 20,000X. El recuadro blanco

sefala la formacién de un agregado mas grande por subunidades de ~160 nm de diametro.
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6.9. Purificacion de PSP (PreScission Protease) y corte de etiqueta de

histidinas

Se purifico la proteasa PSP y se obtuvo a una concentracion de 3.5 mg-ml-'. Se
pueden observar del proceso de purificacion por afinidad a GST la fraccion no
unida a la columna y la banda mayoritaria correspondiente a la proteasa y algunas

bandas por debajo de los 35 kDa (figura 24).

Figura 24. Analisis por SDS-PAGE 15%. (PSP) PreScission Protease purificada (46 kDa), (FT)

Fraccion no retenida, (PM) marcador de masa molecular.

La proteina LVATX his* fue procesada con la PSP como se describe en materiales y
métodos. La reaccion de corte fue verificada mediante electroforesis de proteina donde
se observan LVATX digerida y otras bandas de proteina que corresponden a la PSP,

LVATX his* y residuos de la reaccion de corte (figura 25)
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LVATX his"

LVATX

Figura 25. SDS-PAGE Tris-tricina 10%. Corte de la etiqueta de histidinas de LVATX. LVATX (sin
etiqueta) ~8 kDa. (PSP) PreScission Protease, LVATX his* (proteina sin cortar). (PM) marcador de

masa molecular.

6.10. Purificacion de LVATX (Ensayo de filtracion en gel)

En la purificacion de LVATX por cromatografia de exclusién molecular (después de la
reaccion de protedlisis con la PSP), se obtuvieron varios picos a diferentes volumenes
de elucién. En el pico 1 eluyen PSP y LVATX his*, en los picos 2, 3 y 4 eluye LVATX,

en los picos 5 - 8 no se observan bandas en el gel (figura 26).
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mAU

Perfil de elucién de LVATX

*

88ml

Volumen (ml)

Figura 26. Cromatograma de purificacion de LVATX por cromatografia de exclusién molecular. La
concentracion de proteina total cargada a la matriz fue de 6 mg-ml'. Los picos marcados con los valores
2,3 y 4 corresponden a LVATX en diferentes estados oligoméricos. Buffer: 50 mM Tris-HCI pH8, 50 mM
NaCl. A) SDS-PAGE 15% de las fracciones de los picos 1,2 y 3 los recuadros blancos sefalan las
bandas de PSP y LVATX his*, los recuadros negros enmarcan las bandas de LVATX en diferentes
fracciones. B) SDS-PAGE 15% de las fracciones del pico 4, los recuadros negros enmarcan las bandas

de LVATX en diferentes fracciones. C) SDS-PAGE 15% de las fracciones de los picos 5, 6, 7 y 8.
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La recuperacion de LVATX en tres picos distintos, indica que presenta mas de un
estado oligomérico. Para confirmar que LVATX fue la unica proteina presente en cada
uno de los picos, se juntaron las fracciones de los picos 2, 3 y 4, y mediante
espectrometria de masas (LC-MS) se confirmé la identidad de LVATX, siendo esta la
Unica proteina presente en la muestra y obteniendo una cobertura del 95% de los
residuos totales con una masa molecular de 7.9 kDa (tabla 5).

Tabla 5. Identificacion proteémica de LVATX

MSLMVHEFTV EMTCEGCSGA AKRVLGKLGD KVSNVDINLE|
KKVIVTSTL SSDELLETLK KTGKEVTYLG GKAA

Descripcién Cobertura # de Masa molecular
fragmentos
peptidicos [kDa]
Chaperona de cobre 95.95 64 7.9
LVATX

Los aminoacidos marcados en rosa fueron reconocidos por el programa Proteome Discoverer 1.4
que corresponden a los aminoacidos de la secuencia de LVATX (medicién realizada por la Unidad
de Protedmica del IBt). (Cobertura) porcentaje de residuos identificados en la proteina. (# de
fragmentos peptidicos) numero de fragmentos obtenidos de la protedlisis que fueron identificados.

(Masa molecular) masa molecular de LVTAX en kDa. (ver espectro de masas en anexo 5)

Este resultado, explica que, LVATX se encuentra en mas de una especie oligomérica
en las condiciones descritas en este trabajo. Es relevante mencionar que LVATX se
precipita al centrifugar la muestra e incrementar la concentracion de proteina, por lo

tanto, al juntar las fracciones de cada uno de los picos y concentrar la muestra se
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favorecieron dicha variedad de oligdmeros. Por los resultados mencionados, se realizd
un analisis de DLS de las fracciones de manera individual, con el fin de conocer el radio
hidrodinamico (RH) de las diferentes especies oligoméricas de LVATX en cada una de
las fracciones obtenidas e identificar a las mas estables para los ensayos de
oligomerizacién con metales (figura 27).

6.11. Analisis de especies oligoméricas de LVATX

Radio hidrodinamico de LVATX

1 CB
] A

Yolumen (%)
1

0 T T Tt LI B R L R R IS
0.1 1 10 100 1,000
Ry (nm)

Tabla 6. Radio hidrodinamico de LVATX en solucion

Ru (nm) Masa molecular® (kDa) Concentracion (mg-ml™')
A 3.765 75 0.46
B 1.808 14 0.49
C 1.561 9.5 0.5

Figura 27. Grafico del Ru de los diferentes picos de elucion de LVATX. A) Pico 2 (fraccion 35). B)
pico 3 (fraccion 41), C) pico 4 (fraccion 45). Ry: radio hidrodinamico en (nm), MW: masa molecular

aparente kDa.

6 Masa molecular aparente en kDa estimada con el software Zetasizer version 7.03 a partir del Rn

68



Del analisis de los tres picos de elucidn de LVATX, se observa una relacion directa
entre volumen de elucion y Ry con el tamafio de las especies de LVATX. A menor
volumen de elucién, se obtienen especies grandes de LVATX. En el pico 2, se
obtiene una poblacién con un Ry de 3.765 nm, correspondiente a una masa
molecular de ~75 kDa, para el pico 3, la poblacion tiene un Ry de 1.808 nm (~14
kDa) y para el pico 4 la poblacién tiene un Ry de 1.561nm, este ultimo valor,
correspondiente a un tamafio de ~9.5 kDa, es el mas cercano a la masa molecular
de LVATX (7.9 kDa), sugiriendo que la muestra obtenida en un volumen de
retencion de 88 ml es la forma monomérica de LVATX. Este dato es muy similar al
volumen de retencion en el que se obtiene Atox1-Apo, por el mismo sistema de
purificacion (cromatografia de exclusion molecular) y mismo tipo de columna
(Superdex 75 16/600) (Dolgova et al., 2017). Aunque, LVATX al igual que Atox1,
podria adoptar varios estados conformacionales (Levy et al., 2017). Otro registro
de una chaperona Atx1-like que tiene varias formas oligoméricas, es CopZ-apo de
B. subtilis (Kinlken et al., 2002), En sus ensayos de filtracion en gel, se observd
que la forma Apo de esta chaperona, con y sin DTT, se obtiene en la fraccidén con
la masa molecular mas baja, sin embargo, estas fracciones contienen una
pequeina cantidad de las especies de mayor tamafio, con un intervalo entre 22-28

kDa.

Con base en este analisis, para los ensayos de oligomerizacion con metales, se
decidio utilizar la muestra C (fraccion 45 del pico 4), no sélo por ser la de mayor
concentracion (0.5 mg-ml-'"), sino porque aparentemente predomina en su forma

monomeérica (Rs 1.561 nm). Es importante destacar que, ademas de que la
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Volumen (%)

especie monomérica es la mas abundante, se mantiene en equilibrio con otras
especies oligoméricas. Este fendmeno sucede en cada una de las purificaciones

realizadas durante este estudio.

El comportamiento de agregacion de LVATX en su forma Apo no tiene un patrén
especifico, o al menos ninguno que hayamos detectado con nuestras mediciones,
aunqgue se esperaria que se encontraran de nuevo las especies oligoméricas que
fueron removidas mediante la cromatografia de exclusion molecular (R4 1.808 nm y
3.765 nm) también podria inferirse que incrementa el tamano conforme al tiempo.
Debido a que cada una de las mediciones con una diferencia de temporalidad de 3
min, es posible observar que LVATX cambia constantemente de tamafno entre un
intervalo de 1.5 nm hasta 5.848 nm sin mostrar una tendencia evidente hacia la

agregacion, desagregacion o alguna especie oligomérica estable (figura 28).
6.11.1 Especies oligoméricas de LVATX (Apo)
Radio hidrodinamico de muestras de LVATX
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Volumen (%)

To T1 (3 min)

A A B
R (nm) 1.561 2.807 5.848
MW (kDa) 9.5 38 209
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T2 (6 min) Ts (15 min)
A A B
Ru (nm) 2.424 1.561 1.808
MW (kDa) 27 9.5 209

Figura 28. Grafico de Ry de LVATX (Apo), mediciones realizadas durante los 15 min posteriores a su
purificacion. A) (To) medicidn realizada inmediatamente después de su purificacion. B) (T+4) medicion
realizada a los 3 min C) (T2) medicién realizada a los 6 min D) (T3) medicion realizada 15 min. Ry (nm) y

(MW) masa molecular en kDa.
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Estudios en chaperonas Atx1-like en condiciones oxidantes, reportan que, la forma Apo
de Atox1 de H. sapiens en solucién y en ausencia de DTT, dimeriza rapidamente
(Anastassopoulou et al., 2004). Este comportamiento puede ser ocasionado en LVATX
por la exposicion al ambiente oxidante, puesto que después de las 2h, LVATX se
mantiene en mas de una forma oligomérica en solucién. Este equilibrio abarca especies
oligoméricas cuyos RH, corresponden a masas moleculares de los 27 kDa a 53 kDa,

pudiendo corresponder a una forma trimérica y hexamérica respectivamente (figura 29).
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0.1 1 10 100 1,000
Ry (mm)
T:(>2h)
A B
Ru (nm) 2.424 3.251
MW (kDa) 27 53

Figura 29. Grafico de Ry de LVATX, medicion realizada >2h posteriores a su purificacion. Ry (nm). (MW)

masa molecular en kDa.

72



6.11.2. Ensayo de oligomerizacién con la adicion de cobre

A partir de la muestra de LVATX en la fraccidon 45, a 1 ml de volumen de la muestra se
anadié 1 equivalente (eq) de Cu2SO4. Desde los 3 min posteriores a la adicién del
metal se observan cambios en los tamafos de las poblaciones en la muestra (figura

30).

Distribucion de especies oligoméricas de LVATX con 1 eq de Cu*!

Volumen (%)

Ru (nm)
T1 (3 min) T, (6 min) Ts (30 min) Ta(4 h)
A B C A B A B A

Ri(nm) 2.093 3.765 7.843 1.807 5.05 1.561  2.807 2.093

MW 19 75 417 13.4 148 9.5 38 19
(kDa)

Figura 30. Grafico de los Ry de LVATX Cu*' a diferentes tiempos. (T1) medicion realizada 3 min después
de la adicion de 1eq de Cu2SOs.se observan tres especies oligoméricas (T1 A) Ry 2.093 nm, (T1 B) Rn
3.765 nm y (T1 C) Ru:. 7.843 nm. (T2) medicion realizada a los 6 min, se observaron dos especies
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oligoméricas (T2 A) Ry 1.807 nm, (T2 B) Ry 5.05 nm. (T3) medicion realizada 30 min, se observaron dos
especies oligoméricas (T3 A) Ry 1.561 nm, (T3 B) Ry 2.807 nm. (T4) medicion realizada a las 4 h, se

observé una especie oligomérica (T4 A) Ry 2.093 nm. (MW) masa molecular estimada en kDa.

A partir de los 3 minutos posteriores a la adicion del metal, existe cambio en las
especies oligoméricas de LVATX, dando lugar primero a agregados mas grandes
y posteriormente se observa la aparicion de la forma monomérica de LVATX-Cu*'.
A los 30 minutos se mantienen dos especies (9.5 y 38 kDa), y a las 4 horas se
observa Unicamente una especie oligomérica de LVATX -Cu*' correspondiente a

19 kDa, este tamafio podria corresponder a la forma dimérica de LVATX-Cu*'.

Si comparamos los datos de DLS obtenidos, con estudios en otras chaperonas de
cobre, para CopZ-Cu*', han obtenido especies oligoméricas con un Ry 25.9 +1.8 A
(equivalente a 31.2 - 36.5 kDa). Estos datos experimentales mostraron una
variabilidad de tamafios de +7. Reflejando la amplia distribucion de tamafios o
formas en este tipo de proteinas (Wimmer et al., 1999). Asi mismo, la obtencién de
la especie dimérica en LVATX-Cu*'! es similar a lo observado en Atox1, que en
condiciones oxidantes es capaz de formar dimeros después de los 30 minutos de

incubacién con el metal (Narindrasorasak et al., 2004).

6.11.3. Ensayo de oligomerizaciéon con la adicion de plata

Para el caso de los ensayos con plata, se afiadié 1 eq de AgNOs, a los 3 minutos,
se observa que al igual que con Cu2S0O4 se forma mas de una especie oligomérica
de LVATX. A los 6 minutos se observa que existen dos picos en las poblaciones,

entre 2.424 nmy 3.251 nm, que corresponden a una masa molecular de entre 27-

74



53 kDa (figura 31). Es dificil considerar que la especie monomérica de LVATX-
Ag*'tenga un Ru de 1.808 nm (14 kDa), puesto que también podria corresponder
a un dimero “compacto” considerando que la masa molecular de LVATX es de 7.9

kDa. A los 30 minutos se mantienen dos especies y a las 4 horas, se mantiene la

especie de Ry de 1.808 nm.

Distribucion de especies oligoméricas de LVATX con 1 eq de Ag*!

TA
4
g T,B
C
(]
£
3 TA
(o] 3
> T,A T,B
T8
T A
Ru (nm)
T1 (3 min) T, (6 min) Ts (30 min) Ta(4 h)
A B A B A B A

Ri(nm) 1.808 2.807 2.424 3.251 1.808 2.424 1.808

MW 14 38 27 53 14 27 14
(kDa)

Figura 31. Grafico de los Ry de LVATX Ag*' a diferentes tiempos. (T1) medicion realizada 3 min después
de la adicion de 1eq de AgNOs3, se observaron dos especies oligoméricas (T1A) R4 1.808 nmy (T1B) Ru
2.807 nm. (T2) medicién realizada a los 6 min, se observaron dos especies oligoméricas (T2 A) Ry 2.424

nmy (T2B) Rn 3.251 nm. (T3) medicion realizada 30 min, se observaron dos especies oligoméricas (T3 A)
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R 1.808 nmy (T3 B) Rn 2.424 nm. (T4) medicion realizada a las 4 h se observd una especie oligomérica

(T4A) R11.808 nm. (MW) masa molecular estimada en kDa.

En este experimento, la adicion de Ag*' a LVATX ocasiona que las especies
oligoméricas de Rn 1.808 nm se mantengan constantes a través de las mediciones. Es
probable que la coordinacién de LVATX hacia Ag*' tenga una conformacién mas
“relajada” en comparacion con LVATX Cu*' y esta especie constante sea la forma
monomérica de LVATX Ag*'. Otra posibilidad es que LVATX no sea capaz de unir Ag*'.
En estudios con Atox1 de H. sapiens, determinaron mediante espectros de absorbancia
a 254 nm, que Ag*' podria unirse solamente a la forma reducida de Atox1 pero no a la
forma oxidada, puesto que, no observaron incremento en la absorbancia en la adicién
de Ag*' (Narindrasorasak et al., 2004), asi mismo, este valor de R corresponde a una
de las tres especies oligoméricas que fueron determinadas por la cromatografia de
exclusion molecular (pico B, figura 27), sin embargo, la adicién de Ag*' promueve la
formacion de una especie oligomérica predominante.

6.12. Analisis de estructura secundaria de LVATX

Los analisis de estructura secundaria de LVATX realizados en este estudio, permiten
percatarnos de un ligero cambio en el espectro de DC, de LVATX en complejo tanto
con Cu*' como con Ag*' (figura 32). El espectro UV-DC lejano refleja que LVATX es
una proteina conformada por a hélices y hebras 8 en su estructura secundaria (figura
32B) lo que concuerda con el tipo de plegamiento en las chaperonas de la familia Atx1-
like. El espectro de LVATX en su forma Apo es similar al reportado para Atox1 de H.
sapiens (Levy et al., 2017) donde se observa un minimo entre 208 - 222 nm (figura 32
C), formando un espectro ancho debido a las contribuciones superpuestas entre las a

hélices y hebras 3. En la region 190-195 nm del espectro las bandas son positivas.
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Espectro de DC de LVATX Apo y Holo (Cu*ly Ag*t)

B 20
LVATX LVATX — LVATX
kDa PM i e
G Ag - 15
gg =) LUTAX 1
i eqAg
< 10 - )
i — LVTAX1
—6 eqCu
5 -
£
o
(] 0
£
[S)
g 5
o
£ 10
.E _ i
o
-15
'29 T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260
A (nm)
C.1 C.2
D
N21A17:021 Helie 1 | Hélice2 Antil Anti2 Anti3 Paralela: | Giro: Otros: | Helice: |Antiparalela| Pardlela: |  Giro: Otros: | RMSD:
(regular): |(distorsionado)(giroalaizquierda)| (relajada): |(giroaladerecha}:
LVATX Ao 43 16 0.6 0 94 62 161 510 168 99 6.2 161 5.0 00839
LVTAX Agsl 16 il 0 56 35 52 154 518 186 9.1 5.2 154 5.8 0.197
LVTAX Cu+l b 75 49 109 162 0 138 426 135 N0 0 18 06 01241

Figura 32. A) Analisis por SDS-PAGE 15%, de las muestras utilizadas para el analisis de DC y DLS

LVATX-Cu*' y LVATX-Ag*". (PM) marcador de masa molecular en kDa. B) Espectros de DC de la

estructura secundaria de LVATX en su forma Apo y Holo (Cu*' y Ag*') a 25 °C. C) Espectros de

DC la estructura secundaria de Atox1 y mutantes en su forma Apo (C.1) y Holo (C.2) a 25 °C (Levy

et al., 2017) D) Valores de composicion de estructura secundaria de LVATX- Apo, LVATX- Ag*’,

LVATX -Cu*' obtenidos por el software BestSel
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En el espectro de DC, se observa que la presencia de metales ocasiona cambios en la
organizacion estructural de LVATX, modificando las proporciones de a hélices y hebras
B. Esto puede indicar que LVATX en su forma Apo, esta en una conformacion mas
relajada y al unir los metales su conformacion, es mas compacta y/o sufre un arreglo
estructural. Los valores de estructura secundaria (figura 32 D), muestran las
modificaciones en las proporciones de hebras paralelas y antiparalelas de LVATX Cu*"
con respecto a LVATX - Apo y LVATX Ag*', tiene 3 veces mas hebras antiparalelas con
valores de 32, 9.9. y 9.1 respectivamente. A pesar de que el espectro de DC de
LVATX-Ag*"! es similar al de LVATX-Cu*', los valores de estructura secundaria son muy
cercanos a la forma LVATX - Apo, a excepcion de un ligero cambio en el valor de hebra
Anti (relajada).

Los resultados obtenidos en LVATX concuerdan con lo reportado para la estructura de
Atox1, donde la conformacion en solucion de Atox1-Cu*' es mas compacta que Atox1-
Apo, asi mismo, presentan conformaciones abiertas y cerradas (Levy et al., 2017), se
realizé un analisis complementario evaluando la estructura secundaria de chaperonas
Atx1-like, donde se puede apreciar la flexibilidad estructural entre la forma Apo y Holo
en condiciones oxidantes como reductoras (ver anexo 4). Estos resultados indican que
la flexibilidad de la estructura en esta familia de chaperonas es comun, sustentado por
lo reportado para Atox1 (Levy et al., 2017). Este mecanismo estructural puede tener un
rol importante en la captura y transferencia de metales en esta familia.

A pesar de que el Cu*' y Ag*' podrian tener la misma coordinacion en LVATX, la
adicion de metales afecta la conformacion de las subunidades estructurales de la
proteina de manera distinta (Narindrasorasak et al., 2004). Los datos obtenidos en este

trabajo sugieren que los complejos formados por estos dos metales (Cu*' y Ag*'), son
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diferentes, y, aunque es probable que LVATX en condiciones oxidantes sea capaz de
coordinar ambos metales Cu*' y Ag*'. Es importante resaltar que el rol relativo y la
importancia de los fendmenos como agregacion especifica, dimerizacion de la proteina
y coordinaciéon de moléculas pequefias es fuertemente dependiente del sistema y las
condiciones experimentales utilizadas (Anastassopoulou et al., 2004).

En chaperonas Atx7-like de eucariontes, se ha encontrado una tendencia a dimerizar
en presencia de Cd*?, asi como Hg*?, sin embargo, su existencia como mondémero o
dimero tanto en complejo con Cu*', Ag*' y en su forma Apo en solucién, ain no han
sido definidos (Narindrasorasak et al., 2004).

En este trabajo, se determiné que LVATX- Apo tiene tendencia a la agregacion, lo que
dificulta la solubilidad de la proteina, mientras que, LVATX en complejo con Cu*'y Ag*’
presentan varias especies oligoméricas. En condiciones oxidantes, LVATX- Ag*',
adopta una conformacion con Ry de 1.808 nm (14kDa) predominante y en el caso de
LVATX-Cu*!, se presenta en una mezcla de especies oligoméricas en equilibrio, con
diferentes Rn. Estas especies con diferentes Ry podrian ser monémeros coordinando
un ion Cu*', dimeros que comparten un ion Cu*', asi como subunidades libres u otras
coordinaciones de LVATX con el ion metéalico. Este comportamiento fue descrito
previamente para Atox1 (H. sapiens) por Narindrasorasak y colaboradores en el 2004,
por lo que, LVATX es otra chaperona Atx7-like de eucariontes en la que se encuentra
este comportamiento. Es importante mencionar que las caracteristicas de LVATX
sugieren que es una proteina flexible, esta propiedad podria ser indispensable para
viajar en el citoplasma y transferir el ion a la proteina blanco. En el caso de Atox1 de H.
sapiens (homologo mas cercano a LVATX) la variacion de conformaciones tiene un rol

importante en el mecanismo de transferencia, asi como la coordinacion del metal y su
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capacidad de quelar y mantener el ion aislado del solvente previniendo reacciones
inespecificas (Levy et al., 2017).
6.13. Cristalizacion de LVATX

Con el fin de obtener cristales de LVATX en forma Apo y Holo (Cu*'y Ag*'"), y confirmar
la coordinacion de metales o cambios conformacionales en su estructura
tridimensional. Se realizaron pruebas de cristalizacién, con un total de 3150 pruebas
con las técnicas de microbatch, gota sedente (mosquito LCP y GRYPHON) y gota
colgante (mosquito LCP). Las condiciones utilizadas para estas pruebas se observan

enlatabla 7.

Tabla 7. Condiciones utilizadas para pruebas de cristalizacion de LVATX

18°C 4°C 19°C

Concentracién de proteina

LVATX his*  Cu**  0.67 mg-ml-1 7.69 mgml-1 -

Apo 2.14 mgml-1 - 1.5 mg-ml-1

LVATX 0.5 mg-ml-1

Cu*!  1.5mgml-1 - -
LVATX 0.8 mg:ml-1 - -

LVATX

Agt 0.8 mgml-1 - -

De las pruebas de cristalizacién realizadas, se observé que en la mayoria de las
condiciones se formaron fibras de proteina, independientemente de la concentracion y

temperatura, tanto en la forma Apo, como Holo, de LVATX his* y LVATX (sin etiqueta).
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Este es un indicio de que la agregacion de LVATX favorece la formacién de fibras de
proteina. En el caso de LVATX en complejo con cobre, se observa la formacion de

fibras (figura 33).

Figura 33. Fibra de LVATX Cu™’

Asi mismo, se encontraron dos condiciones en las que se obtuvieron cristales de
proteinas, ambos para LVATX- Cu*' a una concentraciéon de 0.8 mg-ml' (figura 34).

Las condiciones de cristalizacién fueron las siguientes:

J 30% viv PEG 400
J 100 mM HEPES, pH 7.5

o 200mM NaCl
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B
e 20% w/v PEG 3000
e 100 mM TRIS, pH 7

e 200 mM Acetato de Calcio

Figura 34. Cristales de LVATX Cu*" tefiidos con IZIT.

Los cristales (A) crecieron en un periodo de cinco meses y fueron difractados el 17 de
octubre del 2017, sin embargo, no se obtuvieron datos. De esta condicion se realizaron
matrices de optimizacion, para mejorar la calidad de los cristales de LVATX. Para los
cristales (B) tomod un periodo de doce meses en que se formaran, sin embargo, debido
a su forma acicular no son 6ptimos para su difraccion.

La obtencion de cristales de LVATX-Cu*' es una confirmacion indirecta de que la
adicion de metales a LVATX, favorece que predomine sélo una especie oligomérica y
por lo consecuente promueve la cristalizacion de esta proteina. Es necesario mejorar la
calidad de los cristales LVATX-Cu*', sin embargo, para LVATX-Apo y LVATX-Ag*' no

se obtuvieron cristales.
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7. CONCLUSIONES

LVATX-Apo es capaz formar oligobmeros de diferentes tamafos, con
especies mayores de 27 kDa (tamano estimado por DLS), mostrando una
tendencia a la agregacion, lo que dificulta la solubilidad de la proteina.

La etiqueta de histidinas es un factor que promueve la agregacion de
LVATX.

La adicion de metales a LVATX (Cu*' y Ag*') favorece cambios en su
estructura secundaria, promoviendo una conformaciéon compacta en la
forma Holo (LVATX-Cu*'y LVATX-Ag *') mientras que la forma Apo es mas
laxa.

La adicion de metales Cu*' y Ag*' a LVATX (en un periodo de 4 h en
condiciones oxidantes) permite establecer una especie oligomérica
predominante en solucion (14 kDa para LVATX-Ag*' y 19 kDa para LVATX-
Cu*') que, en el caso de LVATX-Cu*' favorece la cristalizacion de la
proteina.

LVATX - Cu*'y LVATX- Ag*' presentan varias especies oligoméricas lo
que manifiesta la flexibilidad conformacional de LVATX en presencia de

diferentes metales.
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8. PERSPECTIVAS

Generar una nueva construccion de LVATX (sin etiqueta de histidinas) para
evitar las interacciones inespecificas que promueve la agregacion de

LVATX.

Optimizar las condiciones de cristalizacion de LVATX-Cu*' con el fin de
determinar su estructura cristalografica y conocer la conformacion de la
especie de LVATX cristalizable en las condiciones determinadas en este

estudio.

Evaluar el efecto de oligomerizacién en LVATX con otros iones metalicos

(Cd"2y Hg™).

Explorar las condiciones de cristalizacion y oligomerizacién de LVATX (Apo
y Holo) en condiciones reductoras y definir los cambios conformacionales

con relaciéon a las condiciones oxidantes.

Realizar ensayos de oligomerizacion utilizando diferentes concentraciones
de iones metalicos y de proteina, para conocer la capacidad de

coordinacion de cobre y definir las variaciones oligoméricas de LVATX.
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9. ANEXOS

Anexo 1

Metodologia para la Identificacion de proteinas por LC-MS

Las muestras fueron previamente reducidas con dithiothreitol (Sigma-Aldrich; St Louis,
MO, USA), alquiladas con iodoacetamide (Sigma-Aldrich) y digerida con Tripsin (Promega
Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En el procesamiento de la
muestra con tripsina se utilizé una soluciéon de reaccién conteniendo 50mM bicarbonato

de amonio (pH 8.2) y la incubacién fue de 18 horas a temperatura de 37 C.

Los péptidos producidos por clivaje enzimatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) compuesto de una bomba de nanoflujo EASY-nLC Il (Thermo-Fisher
Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacion tipo nano-electrospray
(ESI).

La calibracion del espectrometro fue realizada con una solucion Calmix (N-butilamina,
cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes se utilizan para
calibrar el médulo LTQ Velos con trampa de iones y el médulo Orbitrap con detector de
masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacién positiva ESI. La N-butilamina se
incluye para extender la calibraciéon de masas a menores valores de m/z. Este tipo de
calibracion permite determinaciones de masas moleculares con exactitudes menores a 5

ppm (partes/millén).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente de
10-80% de solvente B (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120 minutos
utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y 10cm largo RP-C18). El flujo

del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.

La fragmentacion de los péptidos se realizé6 aplicando los métodos de CID (Collision-
Induced Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation). Todos los espectros
fueron adquiridos en modo de deteccién positivo. La ejecucion y captura de los datos de

fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones sun las
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cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colision
normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activaciéon de 10
milisegundos y tiempo maximo de inyeccién de 10 milisegundos por micro-escaneo.
Durante la captura automatica de los datos fue utilizado la exclusion dinamica de iones: (i)
lista de exclusion de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos Yy (iii) tiempo

de exclusion de 300 segundos.

Los datos en formato .raw fueron sometidos a busqueda a través el software Proteome

Discoverer 1.4 (Thermo Scientific), los parametros utilizados fueron los siguientes:

BASE DE DATOS: LVATX

= MODIFICACION CONSTANTE: Carbamidomethyl (C)

= MODIFICACIONES VARIABLES: Oxidation (M) y Deamidated (NQ)
=  ENZIMA: Tripsina

= MISSED CLEAVAGES: 2
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Anexo 2

Sobreexpresion de LVATX his*

PM 1 2

Analisis por SDS-PAGE 15% de la muestra de sobreexpresion de LVATX. (PM) marcador de masa

molecular, (1 y 2) sobrenadante de las células sonicadas
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Anexo 3
Determinacion del punto isoeléctrico (pl) de LVATX

El punto isoeléctrico de LVATX es de ~7.0, este valor es similar al calculado con
Protparam (tabla 1) y coincide con el pl de Atox1 (~ pl 7) (Anastassopoulou et al.,
2004), con quien tiene mayor porcentaje de identidad; el pl de otras chaperonas
de cobre como Atx1 de S. cerevisiae es de 8.71 siendo un valor basico, a

diferencia de CopZ de B. subtilis, que tiene un pl 4-5 acido (Arnesano et al., 2002).

HOLO pl

Gel de isoelectroenfoque para la determinacion de pl de LVATX his*. Se observé una banda
intensa que corresponde a un pl de ~7. (pl) marcador de punto isoeléctrico. Concentracion de

LVATX his* de 1 mg-ml"' en buffer 10mM Tris-HCI pH 8.
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Anexo 4

Se realizd un andlisis de las modificaciones en estructura secundaria de las
chaperonas Atx1-like depositadas en el PDB de H. sapiens (A), S. cerevisiae (B) y
B. subtilis (C). Comparando los esquemas de estructura secundaria de tres de las
chaperonas de cobre homdlogas a LVATX, tanto en su forma Apo como Holo, se
observo que existen cambios estructurales en Atox1 de H. sapiens, asi como en B.
subtillis y S. cerevisiae. Lo anterior se presenté en condiciones reductoras B1,
como no reductoras B2, y una de las variaciones detectadas fue la longitud del asa
donde se localiza el motivo de unién a metales. Se demostré que existe un re-
arreglo de la estructura al interaccionar CopZ con Cu*' indicando que no son
cambios estructurales mayores, pero que al menos la adiciéon de cobre tiene un
impacto en los residuos 9-22, estos cambios conformacionales ocurren justo en la
region de union a ligandos (Cu*'), (Morby et al., 1995 ; Sahlman & Skarfstad.,

1993) lo que puede suponerse ocurre también en LVATX.
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Esquemas de estructura secundaria de H. sapiens, S. cerevisiae y B. subtilis. Los recuadros
verdes enmarcan las regiones flexibles de las chaperonas Atx1-like. Las flechas indican

estructura hebras B y las espirales, a hélices.
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Anexo 5

Espectro de Masas LC-MS de un fragmento peptidico de LVATX. Secuenciando el
ion 1053.11 (Z+2) de la serie ionica para la determinacion de la secuencia del
péptido.

| Sequence | Modifications | Charge | MH+ [Da] |
KVIVTSTLSSDELLETLKK 2 2104.20244
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Relative Abundance

Relative Abundance

Relative Abundance

Relative Abundance

Series idnicas utilizadas en LC-MS
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