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Estructura y funcién del dominio D/D de la subunidad regulatoria de la proteina
quinasa A de Saccharomyces cerevisiae

Resumen

La proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) es una quinasa de serina y treonina de
amplio espectro que fosforila a sus proteinas blanco en respuesta a estimulos
especificos. Se encuentra involucrada en la regulacion de una gran diversidad de
procesos fisioldgicos en una amplia variedad de organismos, motivo por el cual es un
miembro modelo de estudio de la superfamilia de las Proteinas Quinasa.

En la mayoria de los organismos, en condiciones de baja concentracion de cAMP existe
como una holoenzima inactiva heterotetramérica conformada por dos subunidades
cataliticas (C) y un dimero de subunidades regulatorias (R). En respuesta a estimulos
extracelulares especificos, las concentraciones intracelulares del segundo mensajero
aumentan; como consecuencia, dos moléculas de cAMP se unen a cada subunidad R,
generando un cambio conformacional que disocia la holoenzima en un dimero de
subunidades R y dos subunidades C activas.

En mamiferos existen cuatro isoformas de la subunidad R, que presentan una estructura
de dominios bien conservada entre los distintos organismos. Esta consiste de dos
dominios de uniéon a cAMP hacia el extremo C-terminal, y una region responsable de la
dimerizacion hacia el extremo N-terminal. Esta pequefia region de apenas 50
aminodacidos se denomina dominio de dimerizacién y anclaje (D/D), ya que constituye
ademas una superficie de interaccién para una familia de proteinas denominadas AKAPs
(A-Kinase Anchoring Proteins). Estas proteinas tienen como funcién proporcionar a la
holoenzima de la PKA la localizacion subcelular necesaria para garantizar la
propagacion adecuada de las sefiales disparadas por cAMP. Todas ellas presentan una
hélice anfipatica de unos 20 aminoacidos cuya cara no polar interactda con alta afinidad
con una superficie hidrofébica proporcionada por los dominios D/D.

Se conocen las estructuras de alta resolucién de los dominios D/D de mamiferos, tanto
en su forma apo como en complejo con péptidos derivados de distintas AKAPs. Sin
embargo, hasta la fecha no se han llevado a cabo estudios estructurales de estos
dominios en otros organismos.

El objetivo principal de este trabajo consiste en obtener una caracterizacion estructural
y funcional del dominio D/D de Bcyl, la subunidad R de la PKA de S. cerevisiae. La
motivacion principal radica en contribuir con el primer estudio de estos dominios en
organismos no mamiferos, a efectos de establecer una comparacién con éstos. S.
cerevisiae es un organismo modelo por excelencia en bioquimica y biologia molecular, y
resulta muy pertinente para este trabajo dado que en este organismo la PKA es una
enzima fundamental involucrada en la regulacién de los procesos relacionados con la
respuesta a la disponibilidad de nutrientes, respuesta a estrés, desarrollo y entrada en
fase estacionaria.



En primer lugar, se realiz6 un mapeo del dominio D/D de Bcyl por andlisis
bioinformatico de secuencias y experimentos de entrecruzamiento quimico utilizando
mutantes de delecidon de Bcy1l en su extremo N-terminal. En segundo lugar, se procedio
al clonado, sobreexpresion en bacterias, y desarrollo de un protocolo de purificacion del
fragmento recombinante Bcyl 1-50. Posteriormente, se procedié a su caracterizacion
estructural, para lo cual se utilizaron dos abordajes generales: estudiar la estructura en
solucion y elucidar la estructura cristalina.

Para la primera parte, se determiné el estado oligomérico en solucién y se obtuvieron
pardmetros hidrodindmicos caracteristicos utilizando cromatografia de exclusién
molecular (SEC), dispersion estatica de la luz (SLS) y dispersion de rayos X a bajo angulo
(SAXS). Por otro lado, se estudi6 la estructura secundaria utilizando dicroismo circular
(CD). Finalmente, se construyé un modelo de la estructura en solucién consistente con
los datos experimentales, mediante herramientas de modelado molecular. En segundo
lugar, se logro resolver la estructura cristalina utilizando difraccion por rayos X (XRD).

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion se han identificado varias proteinas
interactoras de Bcyl. Estas proteinas son consideradas “candidatas” a ser las primeras
AKAPs reportadas en levaduras. Para concluir este trabajo, se estudi6 la interaccion
entre el fragmento Bcy1 1-50 y un péptido sintético derivado de una de estas proteinas,
Ira2. Para ello se utilizaron técnicas de dicroismo circular y espectroscopia de
fluorescencia.

Palabras clave: proteina quinasa A, Saccharomyces cerevisiae, Bcyl, proteinas de
anclaje de la quinasa A, dicroismo circular, dispersion de rayos X a bajo angulo,

estructura cristalina.



Structure and function of the D/D domain of the regulatory subunit of protein
kinase A in Saccharomyces cerevisiae

Abstract

The cAMP dependent protein kinase (PKA) is a broad spectrum serine/threonine kinase
which phosphorylates its target proteins in response to specific stimuli. It is involved in
the regulation of a great diversity of physiological processes in many organisms.
Therefore, it is a model member of study of the Protein Kinase superfamily.

In most organisms, when cAMP levels are low, it exists as an inactive heterotetrameric
holoenzyme which is formed by two catalytic (C) subunits and a regulatory (R) subunit
dimer. In response to specific extracellular stimuli, the intracellular concentrations of
the second messenger rise; as a consequence, two molecules of cAMP bind each R
subunit, thus triggering a conformational change that dissociates the holoenzyme in an R
subunit dimer and two active C subunits.

In mammals there exist four isoforms of the R subunit, which present a well conserved
domain structure among many organisms. It consists of two cAMP binding sites at the C-
terminus, and a region responsible for dimerization at the N-terminus. This small region
of 50 amino acids is called the dimerization and docking (D/D) domain since it presents
a surface for interaction with proteins of the AKAP (A-Kinase Anchoring Proteins)
family. These proteins are responsible for the appropriate subcellular localization of the
holoenzyme, which is required for the propagation of the signaling events triggered by
cAMP. They all present an amphipathic helix of 20 amino acids with a non-polar face
that interacts with high affinity with a hydrophobic surface in the D/D domains.

The high resolution structures of mammalian D/D domains are well known, both in their
apo forms and in the AKAP peptide complex. However, to date no structural studies of
these domains in other organisms have been performed.

The main goal of this work consists in performing a structural and functional
characterization of the D/D domain of Bcy1, the R subunit of PKA from S. cerevisiae. The
motivation for this work consists in contributing with the first structural study of these
domains in non-mammalian organisms, in order to compare with mammalian features.
S. cerevisiae is a prototypic organism in biochemistry and molecular biology, and it is of
great interest for this work because PKA is a key enzyme involved in the regulation o
nutrient availability, stress response, development and entry into stationary phase.

As a first approach, we performed a mapping of the D/D domain of Bcy1 using sequence
analysis and chemical crosslinking experiments with deletion mutants of the N-terminus
of Bcy1. Secondly, we cloned, overexpressed, and purified a recombinant fragment, Bcy1
1-50. Finally, we proceeded with its structural characterization, which consisted of two
general approaches: to study the solution structure and the crystal structure.

For the solution structure analysis, we determined the oligomeric state and obtained
hydrodynamic parameters using size-exclusion chromatography (SEC), static light
scattering (SLS), and small-angle X-ray scattering (SAXS). On the other hand, we studied



the secondary structure using circular dichroism (CD). Finally, we generated a model of
the solution structure which is consistent with the experimental data, using molecular
modelling tools. Finally, we solved the crystal structure using X-ray diffraction (XRD).

Recently, in our group, several proteins that interact with Bcyl have been identified.
These proteins are considered “candidates” to be the first AKAPs reported in yeast. To
conclude this work, we studied the interaction between the fragment Bcyl 1-50 and a
synthetic peptide derived from one of these proteins, Ira2. To accomplish this goal, we
used CD and fluorescence spectroscopy techniques.

Keywords: protein kinase A, Saccharomyces cerevisiae, Bcyl, A-Kinase anchoring
proteins, circular dichroism, small-angle X-ray scattering, crystal structure.
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“ Tengo el honor de enviarle para su revista un
articulo que espero sea usted capaz de comprender
mejor que yo. Es una traducciéon hecha por mi
amigo Martin Van Buren Navis (llamado «El brujo
de Poughkeepsie») de un manuscrito de extrana
apariencia que encontré hace aproximadamente un
afio dentro de un porrén tapado, flotando en el
Mare Tenebrarum - mar bien descripto por el
gedgrafo nubio, pero rara vez visitado en nuestros
dias, salvo por los trascendentalistas y los
buscadores de extravagancias. ”

Edgar Allan Poe






Proélogo

Este trabajo de Tesis Doctoral se enmarca en el contexto de la linea general de
investigacion del Laboratorio de Transduccion de Sefiales del Departamento de Quimica
Biolégica (FCEN-UBA). Desde hace ya muchos afios, nuestro grupo de investigacion se ha
dedicado al estudio de los mecanismos de deteccion de estimulos extracelulares y de

transduccion de sefiales mediados por la proteina quinasa A (PKA).

La PKA es una quinasa de amplio espectro que fosforila una gran diversidad de sustratos
en respuesta a distintos estimulos extracelulares. Esta conformada por tipos de subunidades:
una subunidad regulatoria y una subunidad catalitica, y existe cierta diversidad en cuanto a la
variedad de isoformas de las dos subunidades que presentan los distintos organismos. Como
se discutira en la Introduccién, uno de los principales puntos de interés acerca de esta via de
seflalizacion radica en comprender los mecanismos moleculares que determinan la

especificidad de la respuesta a distintas sefiales extracelulares.

El principal modelo de estudio de nuestro laboratorio es la levadura del pan, el vino y la
cerveza, Saccharomyces cerevisiae (Figura 1). Si bien se trata de un organismo modelo
central, representa un escalén evolutivo en el que aun quedan muchas cuestiones por resolver
en cuanto a la tematica de investigacion de nuestro grupo. Otros modelos de interés del

laboratorio son los hongos dimoérficos Mucor rouxiiy Mucor circinelloides; este Gltimo resulta

de particular interés debido a que presenta una gran cantidad de isoformas de las dos

subunidades de la PKA.
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Figura 1: Imagenes de S. cerevisiae.

Panel de la izquierda: imagen obtenida por DIC (differential interference contrast microscopy). Panel
de la derecha: imagen obtenida por SEM (scanning electron microscopy).

El reconocimiento especifico de sustratos por parte de la PKA es consecuencia de
distintos mecanismos que operan de manera independiente: localizacién subcelular
diferencial de las distintas isoformas, participacion de los sustratos en la activacién de la
enzima, relacion estructural entre las distintas subunidades, modificaciones post-
traduccionales de las mismas, etc. Por lo tanto, el mecanismo de activacién dentro de la célula
es un proceso muy complejo, lo que requiere para su entendimiento del analisis simultaneo de

numerosos aspectos.

Para abordar esta problematica, en nuestro laboratorio se utilizan numerosos enfoques.
Algunos de los principales temas abordados que han contribuido a la comprensién de los
mecanismos que median la especificidad de la sefializacién por PKA son: andlisis de la
regulacion de la expresion de las distintas isoformas en . cerevisiae y M. circinelloides,
consecuencias fenotipicas de las deleciones de los distintos genes, estudio de las propiedades
bioquimicas y estructurales de las distintas proteinas, relaciéon estructura-funciéon para las
distintas isoformas de los dos tipos de subunidades, etc. En particular, en los tltimos afios se
ha hecho foco en el estudio estructural de la subunidad regulatoria de la PKA de S. cerevisiae,
Bcyl, que desempefia un papel fundamental en la regulaciéon de la actividad de la PKA
mediante distintos mecanismos. Para poder comprender como funcionan estos procesos
regulatorios, es imprescindible tener un conocimiento acabado acerca de la estructura de esta
proteina.

Para contribuir a ese entendimiento, en este trabajo presentamos un estudio estructural
exhaustivo del dominio N-terminal de Bcy1. Este dominio resulta crucial en la regulacién de la
actividad de la PKA, ya que es responsable del estado oligomérico de la enzima y participa

también en la determinacion de su localizacion subcelular.
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Capitulo 1 Introduccion

Transduccion de senales y proteinas quinasas

Los mecanismos de transduccion de sefiales son procesos fundamentales para garantizar
el funcionamiento y la viabilidad de organismos tanto unicelulares como pluricelulares, dado
que se encuentran involucrados en la regulacién de procesos bioldgicos relacionados con el
desarrollo, el metabolismo, la proliferacién celular, la regulacién de la expresion génica, la
respuesta a estimulos ambientales, etc. Existen vias de sefializacion que median la
comunicacién entre distintas células y que por lo tanto garantizan su funcionamiento
coordinado, mientras que otras ocurren a nivel intracelular y son indispensables para la
viabilidad de las células individuales. En el interior celular, la informacion entre las distintas
moléculas responsables de la sefializacion se transmite mediante modificaciones post
traduccionales de proteinas que se encuentran minuciosamente reguladas. Una de las
modificaciones mas comunes en los procesos de sefializacion es la fosforilacién de proteinas,
que es controlada por la accién opuesta de quinasas que fosforilan y fosfatasas que
defosforilan. El estado de fosforilacién de una proteina puede afectar su actividad enzimatica,
su asociacion con otras proteinas, su localizacién subcelular, etc., por lo que la fosforilacién de
proteinas proporciona un mecanismo de respuesta universal a estimulos externos, y es
probablemente el mecanismo regulatorio mas importante en la mayoria de los eucariotas.
Como consecuencia, las proteinas quinasas son enzimas clave que se encuentran involucradas

en la regulaciéon de numerosos procesos celulares. [1, 2].

La fosforilacion de proteinas fue reconocida como mecanismo regulatorio por primera
vez por E. Krebs y E. Fischer en 1955 [2, 3]. Estos estudios sentaron las bases para el
establecimiento de una de las superfamilias de proteinas méas grandes en la mayoria de los
eucariotas: las proteinas quinasas eucariotas (EPKs) [3]. La funcién primaria de las proteinas
quinasas es la catdlisis de la reaccién reversible de transferencia de fosfato a un residuo de
serina, treonina o tirosina de la molécula blanco; de esta manera, modifican las propiedades
fisicoquimicas de sus sustratos. El principal dador de fosfato en la mayoria de los organismos
es el nucleétido adenosina trifosfato (ATP) (Figura 1.1). La mayoria de las proteinas quinasas
son a su vez fosfoproteinas altamente dindmicas, que oscilan entre numerosos estados
conformacionales, y sus grupos fosfato resultan determinantes tanto en su estructura como en
su funcién [2].

En humanos, el quinoma cuenta con alrededor de 500 integrantes [3] lo que representa
aproximadamente el 2% del genoma [ 2, 4]; por otro lado, un tercio del proteoma humano esta

constituido por proteinas que en algin estadio se encuentran fosforiladas [2]. En plantas, el
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4% del genoma codifica para proteinas quinasas [5]. Hasta la fecha se conocen las estructuras
de alta resolucion de aproximadamente 150 EPKs [3]. Todas estas enzimas comparten el

mismo plegamiento, y los subdominios que las componen se encuentran muy conservados [4].

H;N NH,
=N /,N“,)\\'N
N—\ ) ¢ i ]
|c|> ‘I:l) (l)l Q /\P\N/ N~ 'N’
O0=P=0=P=0=-P=0— N O |
[ y | o 710
O 0 o} Gl HO /
OHOH o 0 OH

ATP cAMP

Figura 1.1: Estructura quimica de nucleésidos fosfato.

En el panel de la izquierda se muestra la estructura de la adenosina trifosfato (ATP), y en el de la
derecha la del segundo mensajero 3'-5°-adenosina monofosfato (cAMP). En la parte superior se indica
la conectividad entre los atomos, mientras que en la parte inferior se muestra un modelo molecular. Se
representan en gris los atomos de carbono, en blanco los de hidrégeno, en azul los de nitrégeno, en
rojo los de oxigeno, y en naranja los de fésforo.

La via de transduccion de senales de cAMP-PKA

Una de las vias de transduccidon de sefiales mejor caracterizadas en eucariotas es la que
involucra al segundo mensajero 3’-5’-adenosina monofosfato (cAMP) (ver Figura 1.1). Su
descubrimiento por parte de E. Sutherland y T. Rall en el afio 1958 como efector intracelular
de distintos procesos fisioldgicos disparados por sefiales extracelulares dio origen al concepto

de segundo mensajero [3].

En esta via de sefializacion (Figura 1.2), la union de un ligando extracelular especifico a
receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) genera un cambio conformacional en la proteina

G heterotrimérica asociada (conformada por las subunidades «, B y y). Como consecuencia, el
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complejo se disocia, liberando la subunidad Gos (estimulatoria), que a su vez interactta con la
enzima adenilato ciclasa (AC), activandola. Esta enzima es responsable de la sintesis de cAMP
a partir de ATP, por lo que la sefial extracelular desencadena en ultima instancia un aumento
de la concentracidén intracelular del segundo mensajero, que resulta a su vez en la activaciéon
de diferentes moléculas efectoras. La duracion de la sefial mediada por cAMP es regulada,
entre otros factores, por la variacién temporal de la concentracién intracelular del segundo
mensajero, que resulta del balance entre la velocidad de su sintesis por la AC y la de su

degradacidén por parte de enzimas denominadas fosfodiesterasas de cAMP (PDEs). [1, 6].

cAMP-gated
lon channels

cAMP-dependent

l \ protein kinases

Substrates

[ AP |

CAMF phosphodiesterases

Figura 1.2: La via de sefializacion de cAMP-PKA en mamiferos.

La estimulacién del receptor acoplado a proteina G (GPCR) por parte de un agonista extracelular
dispara la cascada de sefalizaciéon por cAMP. (a) La subunidad Gas activa la adenilato ciclasa (AC),
responsable de la sintesis de cAMP, lo que a su vez ejerce su efecto sobre diferentes blancos celulares:
la proteina quinasa A (b), los canales idnicos disparados por cAMP (c), y el factor intercambiador de
guanina activado por cAMP (EPAC) (e). Por otro lado, el cAMP es degradado por la accion de
fosfodiesterasas (PDEs) (d). R: subunidad regulatoria de la PKA; C: subunidad catalitica de la PKA;
AKAP: proteina de anclaje de la PKA. (Figura tomada de [6]).

El principal blanco intracelular del cAMP es la proteina quinasa dependiente de cAMP o

proteina quinasa A (PKA) (ver Figura 1.2), que fue descripta por primera vez por D. Walsh, ].
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Perkins y E. Krebs en el afo 1968 [7]. Esta fue la primera molécula efectora de cAMP
identificada, y desde entonces ha sido la mas estudiada. Posteriormente, se han identificado
otras moléculas que unen cAMP en diversos organismos: la proteina activadora de genes por
catabolito de Escherichia coli [8], el receptor quimiotactico de Dictyostelium discoideum [9],
los canales i6nicos disparados por nucleédtido ciclico [10] (ver Figura 1.2), y el factor
intercambiador de guanina activado por cAMP (EPAC) [11] (ver Figura 1.2). Los dominios de
unién a nucleétidos ciclicos (CNBs), y en particular los dominios de unién a cAMP (CBDs),
estan presentes en todos los phyla y se encuentran muy conservados en secuencia y

estructura [12].

Desde entonces, la PKA se ha convertido en un importante modelo de estudio no sé6lo en
las vias de transduccion de sefiales mediadas por cAMP, sino también en un miembro
prototipico de la superfamilia de las EPKs, tanto desde un punto de vista funcional como
estructural, por numerosas razones. Por un lado, es un sistema que en una primera
aproximacion resulta relativamente sencillo de estudiar, dado que consta de dos tipos de
subunidades con funciones bien definidas: una subunidad regulatoria (R) y una subunidad
catalitica (C), que pueden disociarse por accion de cAMP y consecuentemente ser estudiadas
por separado. Ambas proteinas son relativamente pequefias, dado que su masa molecular es
de entre 40 y 60 kDa, y pueden expresarse en bacterias conservando su funcionalidad y ser
purificadas con alta eficiencia en grandes cantidades. La mayoria de los estadios del ciclo
catalitico de la subunidad C han sido capturados en estado cristalino, y por lo tanto se tiene un
amplio conocimiento acerca de su mecanismo de accion. [2, 4]. Por otro lado, se expresa en
todos los tipos celulares de mamiferos, y estd presente en una amplia diversidad de
organismos, incluyendo insectos, hongos, y hasta patégenos unicelulares como Plasmodium

falciparumy Trypanosoma [12].

En metazoos, la PKA se encuentra involucrada en una amplia variedad de procesos
celulares: en el nucleo, participa en la regulacién de la expresiéon génica mediante la
fosforilacién directa de factores de transcripcién; también desempefia un papel importante en
la regulacion del ciclo celular, ya que participa del armado y desarmado de la envoltura
nuclear durante la division celular, de la dindmica de microtubulos, y de la condensacion y
decondensacion de la cromatina. Por otro lado, regula una amplia variedad de procesos
metabdlicos mediante la fosforilacion de enzimas clave de distintas vias. Dado que se expresa

en todos los tipos celulares, su participacion en procesos tan fundamentales hace que la PKA
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sea una enzima clave en estos organismos, involucrada en la regulacion de numerosas
funciones basicas como la funcion cardiovascular, la biosintesis de esteroides, la funcién

reproductiva, la funcién inmunolégica, etc. [13].

En Saccharomyces cerevisiae, organismo que es modelo de estudio de este trabajo, la PKA
también participa del control del ciclo celular, del metabolismo, y de la regulaciéon de la
expresion génica. Se encuentra involucrada en eventos de transduccidn de sefiales asociados a
procesos celulares fundamentales, como por ejemplo el crecimiento fermentativo, la
deteccidon de la disponibilidad y del tipo de nutrientes, la entrada en fase estacionaria, la

respuesta a distintos tipos de estrés, etc. [14-17].

En este organismo, el mecanismo de activacion de la via de la PKA es sustancialmente mas
complejo [17], dado que se requiere la acciéon concomitante de dos vias que convergen en la
activacion de la AC. La primera consta de un sensor de glucosa extracelular que funciona de
manera analoga a la via de mamiferos, e involucra al GPCR Gprl y a la subunidad Ga
activadora de la AC, Gpa2. La segunda consiste en un sensor de glucosa intracelular, que
funciona a través del intercambio de guanosina difosfato (GDP) por guanosina trifosfato
(GTP) que ocurre en la proteina Ras en respuesta al aumento de los niveles intracelulares de
glucosa 6-fosfato, que se genera por accion de la enzima de entrada a la glucélisis, la

hexoquinasa (Hxk) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: La via de seializacion de cAMP-PKA en Saccharomyces cerevisiae mediada por glucosa.

La activacion de la AC en S. cerevisiae requiere de la convergencia de dos vias de sefializacién. La
glucosa ingresa a la célula mediante transportadores de hexosas (Hxts) y es posteriormente
transformada en glucosa 6-fosfato por la hexoquinasa (Hxk). La proteina Ras funciona como sensor de
glucosa 6-fosfato intracelular mediante un mecanismo que aun no se conoce, pero en su forma activa
(unida a GTP) es indispensable para la activaciéon de la AC. Las proteinas Cdc25 y Sdc25 funcionan
como factores intercambiadores de guanina (GEFs) que promueven el intercambio de GDP por GTP
activando Ras, mientras que las proteinas Ira son proteinas activadoras de la actividad GTPasa de Ras
(GAPs) que por lo tanto la inhiben. Por otro lado, el sensor de glucosa extracelular funciona mediante
el GPCR de glucosa Gprl, que al unir el ligando extracelular funciona como GEF de la subunidad Ga de
la proteina G, Gpa2, que en su estado unido a GTP activa la AC. Bcyl y Tpk1-3 son las subunidades
regulatoria y catalitica de la PKA, respectivamente, y Pde1-2 son las fosfodiesterasas, responsables de

la degradacion del cAMP intracelular. (Figura tomada de [17]).

La PKA es una quinasa de serina y treonina de amplio espectro que fosforila a sus
moléculas blanco en respuesta a estimulos extracelulares especificos. Todas las proteinas
sustrato presentan una serina o una treonina que se fosforilan en su grupo oxidrilo terminal,
en alguno de los siguientes contextos: Arg/Lys-Arg/Lys-X-Ser/Thr, en donde X puede ser
cualquier aminoacido [1]. La PKA pertenece a la familia de las AGC quinasas dentro de las
EPKs, cuya denominacién proviene de las quinasas A, G, y C, un grupo de quinasas de serina y
treonina que se caracterizan por contener: (i) dominio/s N-terminal/es que determinan total
o parcialmente su localizacién, (ii) un dominio catalitico, (iii) un dominio regulatorio C-

terminal con un sitio consenso hidrofébico [18].

Como ya se sefial9, la caracteristica mas distintiva de la PKA es la existencia de dos tipos
de subunidades con roles bien definidos. En la mayoria de los organismos, la forma inactiva de
la PKA, que existe a bajas concentraciones intracelulares de cAMP, esta representada por una
holoenzima heterotetramérica formada por dos subunidades cataliticas (C) unidas a un
dimero de subunidades regulatorias (R). En este estado, el sitio inhibitorio (IS) de la
subunidad R ocupa el sitio activo de la subunidad C, inhibiendo su actividad. Al aumentar los
niveles intracelulares de cAMP, una molécula del segundo mensajero se une con alta afinidad
a cada uno de los dos dominios de unidon a cAMP (CBD) presentes en cada subunidad R. De

esta manera, tiene lugar un cambio conformacional que genera una disminucidn de la afinidad
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entre las subunidades R y C, disociando consecuentemente el complejo en un dimero de
subunidades R unidas a cAMP y dos subunidades C libres, cataliticamente activas (Figura 1.4;

ver Figura 1.2 y Figura 1.3). [1, 2].
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Figura 1.4: Mecanismo clasico de activacion de la PKA.

Como consecuencia del aumento de los niveles intracelulares de cAMP (representado como puntos
rojos), dos moléculas del segundo mensajero se unen a cada subunidad R de la holoenzima, generando
un cambio conformacional que provoca su disociacién en un dimero de subunidades R y dos
subunidades C activas.

Resumen de los principales componentes de la via de senalizacion de cAMP-
PKA

Receptores acoplados a proteina G (GPCRs): son los blancos primarios de las sefiales

extracelulares que disparan la via de sefializacién por cAMP. En mamiferos existen mas de 30
familias de estos receptores [3], y por lo tanto los GPCRs representan probablemente la
superfamilia de proteinas mas grande en estos organismos. En S. cerevisiae, el GPCR que

funciona como sensor extracelular de glucosa es Gprl.

Subunidad Gas de la proteina G: en su estado inactivo, se encuentra unida a guanosina

difosfato (GDP) y forma parte de un complejo heterotrimérico junto con las subunidades G y
Gy, que se encuentra asociado a los GPCRs. Como consecuencia de la unién de un ligando
extracelular al receptor, el complejo se activa aumentando la velocidad de intercambio de GDP
por GTP en la subunidad Gas, que en su forma activa (unida a GTP) se libera y estimula la
actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC). La actividad GTPasa intrinseca de esta

subunidad es uno de los mecanismos de terminacidon de la sefial. Esta proteina se expresa en
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todos los tejidos y, dependiendo de en cual se encuentre, estd asociada a distintas isoformas

de la AC. [1]. En &. cerevisiae, Gpa2 es la subunidad Gas de la via de sefalizacidn mediada por

glucosa.

Adenilato ciclasas (ACs): son las enzimas responsables de la sintesis de cAMP a partir de

ATP. En mamiferos, existen nueve isoformas de membrana y una isoforma citoplasmatica.
Todas las formas de membrana presentan una actividad basal que es aumentada como
consecuencia de la unién de la subunidad Gas de la proteina G, y reducida por la subunidad
Gai (inhibitoria). La expresion de cada isoforma es especifica del tipo de tejido, e incluso

depende del estadio de diferenciacion celular. [13].

Fosfodiesterasas (PDEs): son enzimas responsables de la hidrdlisis de los nucledtidos
ciclicos (en particular, cAMP y cGMP), y desempefian un papel fundamental en la regulacién
de los niveles intracelulares de estos segundos mensajeros, en particular en lo que respecta a
la terminacion de la sefial. Por otro lado, contribuyen al establecimiento de gradientes locales
de cAMP al ser dirigidas a compartimientos subcelulares especificos, proporcionando
especificidad a las distintas sefiales disparadas por cAMP, dado que regulan la disponibilidad
del segundo mensajero en las cercanias de sus moléculas blanco (ver siguiente seccién). Las
PDEs son una amplia superfamilia de enzimas; en mamiferos existen alrededor de 50 de estas
proteinas con distintas especificidades de sustrato y caracteristicas alostéricas. Existen PDEs

especificas de cAMP, especificas de cGMP, y duales. [13].

Proteinas Ras: En S. cerevisiae, las proteinas Ras1l y Ras2 representan un componente

indispensable de la via de sefializacién por cAMP-PKA. Forman parte de la maquinaria de
detecciéon de los niveles intracelulares de glucosa 6-fosfato, que al aumentar disparan
mediante un mecanismo desconocido la activaciéon de Ras, que es indispensable para la

activacion de la AC. [17].

Proteinas Ira: En S. cerevisiae, las proteinas Iral e Ira2 funcionan como inhibidoras de las
proteinas Ras, mediante su actividad estimulatoria de la actividad GTPasa intrinseca de éstas.
La hidrdlisis de GTP genera proteinas Ras unidas a GDP, que son inactivas desde el punto de

vista de la activaciéon de la AC. [17].
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Proteinas de anclaje de la PKA (AKAPs): son proteinas de andamiaje fundamentales en la

regulacion de la sefial mediada por cAMP en mamiferos, dado que son responsables de
proporcionar una localizaciéon subcelular adecuada a la PKA (entre otros componentes).
Constituyen una familia de proteinas estructuralmente muy diversa, que se clasifican en base
a su funcionalidad. Existen hasta el momento unos 50 miembros caracterizados, que se
expresan diferencialmente en los distintos tejidos, y se encuentran vinculadas a diversas

funciones y procesos fisiolégicos. [1, 13].

Proteinas fosfatasas (PPs): son enzimas que catalizan la reaccién inversa a la PKA, es

decir, la remocién del grupo fosfato de las proteinas blanco, y participan por lo tanto en la

terminacion de la sefial disparada por cAMP.

Proteina quinasa A (PKA): es la proteina quinasa activable por el segundo mensajero
cAMP. Se encuentra conformada por dos tipos de subunidades, que se describen a

continuacion.

Subunidad C de la PKA: es la subunidad responsable de la reaccién de transferencia de
fosfato. Se activa al disociarse de la subunidad R como consecuencia de la uniéon de cAMP a la

holoenzima heterotetrameérica inactiva.

En mamiferos existen tres isoformas: Ca, CB y Cy, codificadas por tres genes distintos.
Entre Ca y CB las secuencias de aminodacidos difieren aproximadamente en un 7%. La
isoforma Ca se expresa constitutivamente en todos los tejidos, mientras que la expresion de
CB es dependiente del tejido; la presencia de Cy s6lo se ha demostrado en testiculos. Esta

isoforma presenta una identidad del 79% y 83% con Ca y con Cf3 respectivamente. [1, 13].

En S. cerevisiae existen tres genes que codifican para la subunidad C, TPK1, TPK2 y TPK3
[19]. Las secuencias de las tres proteinas tienen una identidad de alrededor del 50% con las
subunidades C de mamiferos. La identidad entre Tpk1l y Tpk3 es del 86%, entre Tpk2 y Tpk1
de 75% y entre Tpk2 y Tpk3 de 76%. Los genes no son esenciales, dado que la mutacidn de
uno e incluso de dos de ellos no altera la viabilidad; sin embargo, la triple mutante tpk? tpk2
tpk3 es inviable, por lo que se requiere de al menos uno de ellos para proporcionar la minima
actividad de PKA necesaria para la supervivencia celular [19]. Por lo tanto, los tres genes son

parcialmente redundantes, y efectivamente comparten la mayor parte de los sustratos [20];
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de hecho, tpk1l y tpk2 presentan la misma actividad especifica para muchos de sus sustratos

[21].

Subunidad R de la PKA: es la principal proteina regulatoria de la actividad de la subunidad
C. Ademas, es el principal blanco intracelular del cAMP, y funciona como molécula adaptadora

que vincula la actividad catalitica de la PKA con las AKAPs.

En mamiferos existen cuatro isoformas (Rla, RIB, Rlla y RIIB) que presentan una alta
identidad de secuencia en los dominios de unién a cAMP (CBDs), mientras que el grado de
identidad varia en el resto de la molécula. Como se discutira mas adelante, las cuatro
isoformas desempefian distintos roles, presentan distinto patréon de expresiéon en los
diferentes tejidos, y difieren en numerosas caracteristicas estructurales; ademas, son

funcionalmente no redundantes. [1, 5, 13].

En la gran mayoria de los hongos (incluyendo a S. cerevisiae), existe solamente un gen
que codifica para la subunidad R. En S. cerevisiae este gen se denomina BCY1 (bypass of cyclic
AMP dependence) [22, 23]; la proteina Bcyl (que es el objeto de estudio de este trabajo)
presenta alrededor de 40% de identidad de secuencia con las subunidades R de mamiferos. El
gen no es esencial, dado que la mutante bcy? es viable; sin embargo, presenta un fenotipo
alterado, muy caracteristico de una actividad de PKA constitutivamente elevada, e insensible a
la regulacién por cAMP. Algunos de los fenotipos mas caracteristicos son: la mutante bcy1 es
incapaz de alcanzar la fase estacionaria en cultivo (lo que evidencia el rol que desempeiia la
PKA en la regulacién del ciclo celular); por otro lado, no tiene la capacidad de crecer en
fuentes de carbono no fermentables; finalmente, como consecuencia de la actividad de PKA
constitutiva, no acumula el polisacarido de reserva glucogeno, presenta baja tolerancia al

estrés térmico, y es incapaz de esporular [20, 23, 24].

Como comentario final de esta seccidn, es importante destacar la diversidad de isoformas
que presentan los distintos componentes de esta via de sefnalizacién. Considerando que una
amplia variedad de sefales extracelulares (que requieren en ultima instancia respuestas
intracelulares especificas) convergen en esta via de sefializacidn, siendo el resultado ultimo en
todos los casos la sintesis de cAMP, una interrogante clave ha sido como es capaz el mismo
segundo mensajero de regular especificamente tan amplia diversidad de procesos celulares.

Para lograrlo, se requieren niveles adicionales de regulacién para garantizar que cada sefial
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extracelular genere selectivamente el efecto adecuado, mediante la fosforilacion de sustratos
especificos [13]. Esto se logra esencialmente mediante dos mecanismos: la expresion
especifica en cada tejido de las distintas isoformas de los componentes involucrados en la via
de sefalizacién (principalmente, en lo que respecta a los GPCRs, las AKAPs, y las subunidades
R de PKA), y la regulacion de la localizacion subcelular de los distintos componentes, que son
posteriormente ensamblados en “focos” discretos de sefializacién [3]. En las siguientes
secciones se explican en profundidad estos mecanismos regulatorios, y se describen en mayor
detalle los componentes de la via de sefializacion de cAMP-PKA mas relevantes para este

trabajo.

Microdominios de cAMP y localizacion subcelular de la PKA

Inicialmente, la vision del cAMP como segundo mensajero era la de una molécula capaz de
difundir libremente a través de la célula, alcanzando mediante este mecanismo todas las
regiones subcelulares; sin embargo, posteriormente se observd mediante técnicas de
microscopia avanzada la existencia de gradientes locales en lugar de una distribucién
uniforme, lo que indica que el cAMP se acumula en regiones discretas en el interior celular.
Mas aun, se ha observado que la naturaleza de estos focos de cAMP es altamente dinamica, lo
cual en ocasiones se manifiesta en forma de pulsos [6]. Estas regiones discretas de elevada
concentracion relativa de cAMP, o microdominios, se localizan en distintas regiones de la
célula, y son fundamentales en la sefializaciéon por PKA. Las concentraciones locales de cAMP
son reguladas por la accién opuesta de las ACs que lo sintetizan, y las PDEs que lo degradan
[1, 13] (Figura 1.5).

En las ultimas décadas, uno de los hallazgos mas relevantes en biologia celular fue la
elucidacion del rol central que desempefian las interacciones proteina-proteina en las vias de
sefializacion. El principal ejemplo de este fendmeno son las proteinas de andamiaje y
proteinas adaptadoras que funcionan como nucleos de ensamblado de grandes complejos
macromoleculares. Estas proteinas sirven de plataforma para la integraciéon y diseminacion de
multiples sefiales; por otro lado, al localizar una determinada enzima en un compartimiento
subcelular especifico en un momento determinado, contribuyen a la regulaciéon espacio-
temporal de la sefial y a su especificidad, dado que restringen a la enzima a un subconjunto

fisioldgicamente relevante de todos sus posibles blancos intracelulares (en particular, los que
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se requieren para desencadenar la respuesta al estimulo especifico que dispard esa sefial)

[25].
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Figura 1.5: Microdominios de CAMP.

La unidn de un ligando extracelular a los GPCRs activa a las ACs cercanas y genera regiones confinadas
de elevada concentracion de cAMP. La concentracién local y la distribucién de los gradientes es
controlada por las PDEs que lo degradan (2). Algunos GPCRs especificos son confinados a
determinadas regiones de la membrana celular mediante su asociacién con organelas y componentes
del citoesqueleto. Adicionalmente, las AKAPs (1) dirigen a isoformas de la PKA especificas hacia los
gradientes. Otros componentes de la via de sefializacién por cAMP como EPAC (3) y los canales i6nicos
disparados por cAMP (4) también operan en el entorno de los microdominios. (Figura tomada de [1]).

Una de las familias de proteinas de andamiaje mas relevantes son las proteinas de anclaje
de la PKA (AKAPs). Como ya se sefiald, las AKAPs son una familia secuencial y
estructuralmente muy diversa, que se definen por lo tanto en base a su funcionalidad, que esta
determinada por tres caracteristicas centrales: 1) todas las AKAPs contienen un dominio de
union a la subunidad R dimérica de la PKA (dominio AKB); 2) todas las AKAPs contienen un
unico dominio de anclaje dirigido a alguna localizacion subcelular especifica, como ser
membranas, organelas u otro tipo de estructuras; 3) la gran mayoria de las AKAPs contienen
ademas dominios adicionales de interaccion con otros componentes de la misma via o bien
componentes de otras vias, lo que les permite establecer grandes complejos

macromoleculares de sefializacion [13]. La expresion especifica en los distintos tejidos de las
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diferentes isoformas de los GPCRs, las AKAPS, y la PKA, junto con su ensamblado en
localizaciones subcelulares discretas, garantizan la regulacidén especifica de las diferentes

funciones celulares.

Las primera AKAP identificada fue una proteina asociada a microtibulos (MAP2), que fue
detectada como contaminante asociado a las purificaciones de las subunidades R [6].
Posteriormente, mediante numerosos abordajes, esta familia se ha ampliado hasta contener
hoy alrededor de 50 miembros. Algunas AKAPs se expresan ubicuamente, mientras que otras
presentan una funcién especifica en tipos celulares especializados. Hasta la fecha, solo se han
identificado AKAPs en un numero reducido de organismos, que incluye mamiferos [6],

Drosophila [26],y Caenorhabditis elegans [27].

Actualmente, es ampliamente aceptado que la interaccién de las AKAPs con la PKA ocurre
a través del dimero de subunidades R de la holoenzima; en particular, como se discutira mas
adelante, todas las subunidades R contienen en su extremo N-terminal una secuencia de
aproximadamente 50 aminoacidos que es responsable de la dimerizacién y de la interaccion
con las AKAPs (dominio D/D). Luego de la disociacion por cAMP de la PKA anclada, la
localizacion de la subunidad C no esta restringida por la interacciéon con la subunidad R, y
puede por lo tanto fosforilar los sustratos que se encuentran cercanos en el espacio. Por otro
lado, como ya se sefial6, las AKAPs no solo sitian a la PKA en regiones especificas cercanas a
sus sustratos, sino que también interactdan con las PDEs, los GPCRs, las ACs, y las proteinas
sustrato de la PKA, entre otros componentes. De esta manera, la regulacion de la via del cAMP
ocurre a diferentes niveles: la expresion de los distintos componentes, la generacion
localizada del cAMP, la regulacion dindmica de la localizacion de los efectores, y la

terminacion de la sefial.

En S. cerevisiae, la localizacion de las dos subunidades de la PKA es dinamica y
dependiente de la disponibilidad de nutrientes. En lo que respecta a las subunidades C,
durante el crecimiento exponencial en glucosa Tpk2 se localiza en el ndcleo, mientras que
Tpk1 y Tpk3 se encuentran distribuidas entre el nucleo y el citoplasma. En células creciendo
en fuentes de carbono no fermentables o en fase estacionaria, las subunidades C de la PKA se
localizan en el citoplasma, encontrandose Tpk2 y Tpk3, asociadas a P-bodies o EGP-bodies

[28].
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En cuanto a Bcy1, en células creciendo en glucosa se encuentra localizada principalmente
en el nucleo; por otro lado, en células que se encuentran creciendo en fuentes de carbono no
fermentables o en fase estacionaria, se localiza en el citoplasma [29] pero nunca se encuentra
asociada a P-bodies o EGP-bodies [28], que son estructuras que se generan en el citoplasma
bajo ciertas condiciones de estrés. La localizacion de la fracciéon nuclear de Tpkl en
condiciones de fase exponencial en glucosa depende de los niveles de cAMP, por lo que se
postula que esa localizacidon es consecuencia de la interaccion con Bcyl para formar una
holoenzima nuclear [29]. Este comportamiento es opuesto al que se observa en células de
mamiferos: la subunidad RII (y consecuentemente la subunidad C asociada) se encuentra
tipicamente anclada a organelas mediante AKAPs, y excluida del ntcleo; cuando se adiciona
cAMP, se observa que la subunidad C se libera de esos complejos e ingresa al nuicleo por
difusion [30].

El patrén de localizacion descripto para Bey1 se encuentra comprometido si se delecionan
los primeros 48 aminodacidos del extremo N-terminal de la molécula, y totalmente alterado si
se delecionan los primeros 124 aminoacidos de ese extremo [29]; como ya se sefial0, en esta
regiéon de la molécula se encuentra el dominio responsable de la interacciéon con AKAPs y
consecuentemente de la localizacién subcelular de la subunidad R de mamiferos. Si bien se ha
estipulado que el dominio D/D de S. cerevisiae no resulta similar en secuencia al de
mamiferos [29, 31], y hasta la fecha no se han reportado proteinas que puedan definirse como
AKAPs en este organismo, la idea de que en S. cerevisiae la localizaciéon subcelular de la
subunidad R se encuentra mediada por proteinas de anclaje resulta una interesante hipotesis

de trabajo [29].

Por otro lado, se ha reportado que Bcy1 se fosforila en su extremo N-terminal (1-124) en
dos segmentos enriquecidos en residuos de serina, denominados cluster 1y cluster II. El
cluster] se ubica en el dominio D/D (Ser3, Ser4, Ser9), mientras que el c/uster1l se ubica en
una region intrinsecamente desestructurada ubicada hacia el extremo C-terminal del dominio
D/D, denominada /inker I (Ser74, Ser77, Ser79, Ser81, Ser83 y Ser84). La fosforilacién en
estos dos clusters desempefia un papel fundamental en la determinaciéon de la localizacién
subcelular de Bcy1l ya que las distintas isoformas presentan una localizacion diferencial: las
formas fosforiladas se encuentran principalmente en el citoplasma mientras que la fracciéon
que permanece sin fosforilar se localiza en el nucleo. El estado de fosforilacion de estos dos
clusters de serina y la consecuente localizacion subcelular de Bcy1 se encuentra regulado por

la fuente de carbono, de manera dependiente de la expresion del gen YAK1. [32].
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Yakl es una proteina quinasa cuya actividad es antagonica a la de la PKA [33], y su
expresion es dependiente de los factores de transcripcion Msn2 y Msn4, que son regulados
negativamente por la PKA [34]. Esto sugiere que la PKA podria regular su propia localizaciéon
subcelular: en presencia de glucosa (que es una situacién de altos niveles de cAMP y por lo
tanto alta actividad PKA), la PKA (que se encuentra localizada en el ntcleo bajo estas
condiciones) inhibe la expresion de Yak1l mediante los factores de transcripcién Msn2 y Msn4,
y por lo tanto Bcy1 se mantiene en su forma no fosforilada, nuclear; en fuentes de carbono no
fermentables (cuando la actividad PKA se encuentra atenuada), se dispara la expresion de
Yak1, lo que a su vez repercute en un aumento de la fosforilacién de Bcy1l, disparando su

traslocacion al citoplasma [32] (Figura 1.6).

En este mismo trabajo, se identificaron por el sistema de doble hibrido dos proteinas,
Zds1 y Zds2, que interactian con la region N-terminal (1-124) de Bcy1; estas dos proteinas se
encuentran involucradas en la regulacién del ciclo celular [35]. Se observé que la localizacion
citoplasmatica de Bcy1 en células creciendo en fuente de carbono no fermentable requiere de
la presencia de estas proteinas [32]. Mas aun, parece existir un efecto diferencial en cuanto al
rol que desempefian los dos cl/usters de serinas fosforilables en la localizacién mediada por
Zds, dado que la localizacién citoplasmatica mediada por Zds resulta dependiente de la
fosforilacién del cl/uster 11 pero no de la del cluster 1. Consecuentemente, se postula en este
trabajo que la fosforilacién del c/uster1l de serinas incrementaria la afinidad de Bcy1 por Zds
reteniendo a Bcy1 fosforilada en el citoplasma, por lo que esta proteina podria desempeiar
funciones similares a las de las AKAPs, pese a que no presenta las caracteristicas de esta
familia. Por otro lado, dado que la localizacién citoplasmatica relacionada con la fosforilacion
del cluster1 no requiere de Zds, se propone la participaciéon de otra proteina o factor aun no

identificado que interactie con esta regidn. [32].
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Figura 1.6: Regulacion de la localizacion subcelular de Bcyl mediada por Yak1 y Zds1.

Las formas no fosforiladas de Bcyl (I-1I-Bcyl) se localizan preferencialmente en el nucleo (N),
mientras que las formas fosforiladas (Ipy-ll(p)-Bcyl) son traslocadas al citoplasma (CP). En
condiciones de alta concentraciéon de cAMP (por ejemplo, crecimiento en fase exponencial en glucosa)
la PKA se encuentra activa y localizada principalmente en el nicleo, donde inhibe a los factores de
transcripcién Msn2 y Msn4 evitando la expresion de la quinasa Yak1. Cuando las concentraciones de
cAMP son bajas (por ejemplo, crecimiento en fase exponencial en fuente de carbono no fermentable),
la actividad de PKA es baja, lo que dispara la expresion de Yak1, que fosforila a su vez a Bcyl en sus
dos clusters de serinas (I y II). Como consecuencia de esta fosforilacién, Bcyl es retenida en el
citoplasma mediante la interaccion del cluster II en su estado fosforilado con Zds1, y la del cluster I en
su estado fosforilado con un factor desconocido (X). (Figura tomada de [32]).

Como ya se sefialg, hasta la fecha no se han reportado proteinas que puedan definirse
como AKAPs en S. cerevisiae en base a los criterios previamente establecidos. Sin embargo,
recientemente ciertas proteinas interactoras de Bcy1, algunas de las cuales podrian presentar
esas caracteristicas, han sido reportadas por nuestro grupo de investigaciéon [36]. En ese
trabajo, se demostré que las proteinas Ira2 (que, como ya se mencion6, es una proteina
inhibitoria de Ras), Hsp60 (una chaperonina mitocondrial), Myo2 (miosina, una proteina
motora asociada al citoesqueleto) y Ptpl (una fosfatasa especifica de fosfotirosina)
interactian in vitro con Bcyl. Adicionalmente, se encontraron los péptidos de esas proteinas
que son responsables de la interaccidn, y se elucidaron algunos de los determinantes que la

rigen (que se discutiran mas adelante).

La primera caracteristica de estas interacciones que postula a algunas de estas proteinas
como “candidatas” a AKAPs de levaduras es que la misma es dependiente del extremo N-
terminal (1-85) de Bcyl, donde se encuentra localizado el dominio D/D que, como ya se
sefiald, en mamiferos es responsable de la interaccion con las AKAPs. La candidata mas fuerte
de ese grupo resulta ser Ira2, que ademas de interactuar /n vitro con el extremo N-terminal de
Bcy1, colocaliza con ésta in vivo en fracciones de membrana. Por otro lado, dos péptidos de
Ira2 que contienen los residuos Ser1745 (en un contexto de PKA fuerte) y Ser1018, resultaron
ser fosforilados por PKA in vitro, por lo que Ira2 es sustrato de la PKA. Finalmente, las dos

proteinas participan de la misma via de sefializacién (ver Figura 1.3). [36].
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Estructura de la subunidad catalitica de la PKA

Como ya se menciono, en mamiferos existen 3 isoformas para la subunidad catalitica: Cq,
CB y Cy. Dado que la primera es la inica que se expresa constitutivamente en todos los tejidos,
ha sido histéricamente la mas estudiada. En el afio 1991 se obtuvo la estructura cristalina de
un complejo ternario formado por la subunidad Ca, ATP, y un fragmento correspondiente a
los aminoacidos 5 a 24 del inhibidor de PKA (PKI), que es un péptido que regula la actividad y
la localizacion de la subunidad C [37, 38]. Esta fue la primera estructura de alta resolucion de
una EPK, y permiti6 definir los elementos fundamentales que se encuentran conservados en
todos los miembros de la superfamilia. Desde entonces, numerosas estructuras de diversas

EPKs han sido resueltas, confirmando la universalidad de esos determinantes [12].

La estructura consta de un ntcleo catalitico bilobular muy conservado en toda la
superfamilia de las EPKS, cuyos residuos se agrupan alrededor del bolsillo correspondiente al
sitio activo que se encuentra entre los dos l6bulos, y contribuyen a la unién de ATP o bien a la
reaccion de transferencia de fosfato (Figura 1.7). Este nucleo se encuentra flanqueado por un
motivo predominantemente helicoidal de unos 40 aminodacidos hacia el extremo N-terminal, y
por un largo segmento extendido de unos 50 aminodcidos hacia el extremo C-terminal,
intrinsecamente desordenado en ausencia de ligando; estos segmentos desempefian

funciones regulatorias [2, 12].
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Figura 1.7: Estructura global de la subunidad catalitica de la PKA.

En el panel de la izquierda se muestra el plegamiento de la enzima, donde pueden apreciarse los
distintos elementos de estructura secundaria asi como también los 16bulos menor (/VN-/obe) y mayor
(C-lobe). El esquema en la parte inferior indica la extension y el c6digo de colores utilizado para cada
una de las regiones. También se muestra en el bolsillo catalitico la posiciéon del ATP y del Mg?+,
cofactor de la enzima. En el panel de la derecha se muestra una representacién de la superficie del
nucleo catalitico solamente (residuos 40-300), con el 16bulo menor (40-127) en blanco, y el 16bulo
mayor (127-300) en marrén. En el centro se aprecia la posiciéon que ocupa el ATP. (La figura de la
izquierda fue tomada de [12], y 1a de 1a derecha de [4]).

El nucleo bilobular consta de dos dominios que presentan distintas funcionalidades y
caracteristicas dindmicas. El l6bulo menor (I6bulo N-terminal, o 16bulo N), mas dinamico y
maleable, contribuye principalmente al sitio de unién a ATP, mientras que el 16bulo mayor
(I6bulo C-terminal, o lébulo C), mas rigido, presenta una superficie expuesta para la
interaccién con el péptido/sustrato y contiene la mayor parte de la maquinaria catalitica [2].

Los dos lé6bulos forman una hendidura profunda en la cual se une el ATP.

El 16bulo menor esta formado por cinco hebras  dispuestas de forma antiparalela, y una
a-hélice denominada hélice aC (Figura 1.7, panel de la izquierda). Los principales motivos
conservados en este l6bulo son: el /oop rico en glicina, 1a hoja -3, y la hélice aC. El /oop rico
en glicina (Figura 1.8) es una caracteristica muy distintiva de toda la superfamilia de las EPKs,
ya que constituye un elemento fundamental del sitio de unién a ATP, siendo su principal
funcién proporcionar el posicionamiento adecuado que requiere el grupo y-fosfato del ATP
para la reaccion de transferencia de fosfato. Este /oop es el elemento mas flexible de todo el
nucleo catalitico. Los residuos de glicina permiten un acercamiento muy estrecho a los
fosfatos del ATP, y como consecuencia de esta unién el /oop sufre un cambio conformacional
profundo [2, 5].

Por otro lado, el 16bulo mayor esta formado por cinco a-hélices (Figura 1.7, panel de la
derecha) y contiene los principales elementos de la maquinaria catalitica, que se encuentran
ubicados en /Joops que conectan las distintas a-hélices: el /loop catalitico, el /loop de
posicionamiento de magnesio, el /oop de activacion, y el /oop de posicionamiento del sustrato
(loop P+1) (Figura 1.8). La complejidad de estos elementos es realmente llamativa, dado que

casi todos los residuos desempefian una funcion especifica [2]. Dado que la subunidad C no es
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objeto central de estudio de este trabajo, se mencionara muy brevemente la funcién de cada

uno de ellos.

El /oop catalitico (residuos 166-171) es un elemento bastante rigido, y contiene residuos
muy conservados que se encuentran involucrados en la reaccién de transferencia de fosfato,
siendo Asp 166 el residuo que actiia como nucleéfilo. El /oop de posicionamiento de magnesio
(residuos 184-187) también contribuye a la catalisis mediante el residuo Asp 184, que
coordina al ion Mg?2* (cofactor de todas las quinasas), el cual desempefa la funcién de
coordinar los grupos fosfato 3 y y del ATP, volviendo el enlace que los conecta mas labil. El
loop de activacion (residuos 195-197) contiene un residuo clave, Thr 197, que es fosforilado
autocataliticamente y resulta crucial para el establecimiento de una red de interacciones que
conectan a este grupo fosfato con el /oop catalitico y el /oop de posicionamiento de magnesio.
Finalmente, el /oop P+1 (residuos 198-205) conforma un sitio de unién para los residuos de
la secuencia consenso del sustrato; en particular, contiene una cavidad hidrofébica que puede
acomodar al residuo P+1 (es decir, el residuo contiguo hacia el C-terminal del residuo de

serina o treonina fosforilable) del sustrato.
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Figura 1.8: Elementos caracteristicos de la subunidad catalitica de la PKA.

En el panel de la izquierda se ilustran los cambios conformacionales que sufre el /ooprico en glicina en
los distintos estados de la subunidad C: estado abierto, representado por la apoenzima (amarillo),
complejos binarios (o con sustrato, o con ATP) (gris y blanco, respectivamente), y estado cerrado,
representado por el complejo ternario con sustrato y ATP (rojo). Por otro lado, se muestra también la
posicion del ATP y la del /oop catalitico; se indican los principales residuos involucrados en la catalisis;
la Arg 165 coordina el grupo fosfato de la Thr 197 fosforilada del /oop de activacion. En el panel de la
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derecha se muestran el segmento de activacién del 16bulo mayor (residuos 184-208), formado por: el
loop catalitico, el /oop de posicionamiento de magnesio, el /loop de activacién, y el loop de
posicionamiento del sustrato (loop P+1). El sustrato se muestra en amarillo (PK7 peptide) con su
residuo de serina fosforilable remarcado como una esfera. Se muestra también el residuo Asp 166 para
resaltar el rol que desempeiia en la reaccidn de transferencia del grupo y-fosfato del ATP, y la Thr 197
fosforilada en el /oop de activacién para mostrar el rol que desempefia en el mantenimiento de la
estructura mediante la interaccioén con Arg 165 del /oop catalitico. (Figura tomada de [5])

La subunidad C se ha cristalizado con una amplia variedad de péptidos correspondientes
a distintos sustratos e inhibidores, y también con diferentes analogos de nucle6tidos. Estas
estructuras permitieron obtener informacién acerca de cémo los diferentes elementos se
unen al nucleo catalitico, asi como también acerca de los distintos estados conformacionales
que adopta la enzima en las distintas etapas de su ciclo catalitico (Figura 1.8, panel de la
izquierda). Concretamente, se ha observado que en ausencia de sustratos, esencialmente no
existen contactos entre los l6bulos del nucleo catalitico, y la enzima se encuentra por lo tanto
en una conformacién abierta; como consecuencia de la unién de los sustratos, se adquiere una
conformaciéon cerrada. Estas observaciones permitieron establecer el concepto de la
plasticidad conformacional de las subunidad C, que es una caracteristica de todas las EPKs, y
hace referencia a que la posicion relativa de ambos 16bulos es variable como consecuencia de

la apertura y el cierre del sitio activo a medida que la enzima atraviesa su ciclo catalitico [2].

Por otro lado, la comparacién de numerosas proteinas quinasas en sus conformaciones
activa e inactiva, permitié definir como los residuos hidrofébicos del nucleo de la quinasa
contribuyen al ensamblado de la proteina y a su arquitectura general. Este nucleo estable pero
dinamico esta constituido por tres elementos esenciales, que se encuentran conservados en
todas las EPKs, y es bastante distinto a los nucleos hidrofébicos de la mayoria de las proteinas
globulares.: una hélice hidrofébica proporcionada por el 16bulo mayor (hélice aF), y dos
“columnas vertebrales” (spines) también hidrofébicas que estan conformadas por residuos no
contiguos de ambos lébulos. Estos dos elementos proporcionan una conexién firme pero

flexible entre los dos l6bulos, y se encuentran anclados a la hélice oF. [3].

Todas las quinasas contienen una spine conformada por dos residuos del 16bulo menor y
dos del 16bulo mayor, cuya conformaciéon depende del estado de activacion de la subunidad C:
este elemento esta quebrado en las conformaciones inactivas, pero se ensamblado en las

activas; por este motivo, se denomina R-spine (regulatoria). Tipicamente, se establece como
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consecuencia de la fosforilacion del /oop de activacidn, de forma tal que un residuo aromatico
(Phel85 en la PKA) se acomoda para completar la R-spine, y deja un residuo de aspartico
posicionado para interactuar con uno de los iones Mg?* unidos al ATP. El elemento se
completa con Tyr164 del /oop catalitico, que interactia con Phel85 por interacciones tipo
stacking, y dos residuos hidrofébicos del 16bulo menor: Leu95 en la hélice aC, y Leu106 en la
hebra 5 (Figura 1.9). El ensamblado de la R-spine de esta forma dinamica es una
caracteristica fundamental de la plasticidad conformacional de las EPKs. [3].

El otro elemento, que se ubica de forma paralela a la R-spine, se completa por la insercion
dindmica del anillo de adenina del ATP. Este elemento se denomina C-spine (catalitica)
(Figura 1.9). De esta manera, el ATP posiciona los dos 16bulos para que los residuos cataliticos

queden perfectamente alineados para la catalisis. [3].

@ 4 4 (b)

C-spine R-spine

Figura 1.9: Spines hidrofdobicas que definen la arquitectura interna de la subunidad C.

En el panel de la izquierda se muestran las dos spines hidrofébicas que atraviesan los dos 16bulos del
nucleo de la quinasa, en la conformacién activa: en rojo la R-spine, y en amarillo la C-spine. Se observa
cémo ambas se encuentran ancladas a la hélice oF. En el panel de la derecha se aprecian los diferentes
residuos que las constituyen: la R-spine contiene cuatro residuos de diferentes subdominios de la
proteina, y se encuentra anclada a la hélice aF mediante el residuo muy conservado Asp220. Por otro
lado, se aprecia como la C-spine se encuentra completada por el ATP. (Figura tomada de [3]).
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Las proteinas quinasas en general no son catalizadores eficientes per se sino que han
evolucionado para funcionar como interruptores moleculares minuciosamente regulados,
controlados tipicamente por fosforilacion. Como ya se indico, ademas del nucleo bilobular
conservado, la subunidad C de la PKA contiene numerosos elementos regulatorios, entre ellos

dos segmentos flanqueando el ndcleo a ambos lados, y dos sitios de fosforilacion [12].

Los elementos N y C terminales que rodean al nucleo bilobular (ver Figura 1.7, panel de la
derecha) funcionan como elementos regulatorios en cis. Por ejemplo, si bien la mayor parte
de los residuos de unién a ATP son residuos del nucleo bilobular, existen dos residuos
hidrofébicos en el segmento C-terminal que forman parte del motivo Phe-Asp-Asp-Tyr
(motivo FDDY), que son una parte esencial del sitio de unién; este segmento se encuentra
conservado en todas las AGC quinasas. Por otro lado, el segmento N-terminal es dnico de la
subunidad C de la PKA de mamiferos, y consiste en una larga a-hélice que se une a la
superficie de ambos lébulos del nucleo catalitico. Esta hélice contiene un sitio de
miristoilacién en su extremo N-terminal, es importante para la catdlisis, y constituye el sitio
de unién para la proteina interactora de la quinasa A 1 (AKIP1), que se encuentra involucrada

en la traslocacién de la PKA entre el nucleo y el citoplasma.

En cuanto a los sitios de fosforilacion, el primero consiste en la Thr 197 del Jloop de
activacion; este residuo es fosforilado en trans de manera post-traduccional, ya sea por otra
subunidad C, o bien por la proteina quinasa dependiente de 3-fosfoinositido 1 (PDK1). Esta
fosforilacién es esencial para la actividad de la quinasa, dado que estabiliza la subunidad C en
una posicion que permite el acomodamiento del sustrato en una conformacién extendida, en
las cercanias del grupo y-fosfato del ATP, ambos requisitos indispensables para la catalisis. La
segunda fosforilacion clave tiene lugar cerca del extremo C-terminal (Ser 338), y es
consecuencia de una autofosforilaciéon en cis que ocurre co-traduccionalmente, cuando la
proteina aun estd unida al ribosoma. A diferencia de lo que ocurre con la mayoria de las otras
quinasas, una vez que la subunidad C se encuentra fosforilada en estas dos posiciones, los
fosfatos son muy resistentes a la accion de las fosfatasas; por lo tanto, la actividad catalitica
s6lo depende de la liberacién de la subunidad C de la holoenzima, es decir, de los niveles de
cAMP [12].

En lo que respecta a S. cerevisiae, se conoce solamente la estructura cristalina de la
mutante de delecién A(1-80) de la isoforma Tpk1l en ausencia de ligandos [39]; esta es muy

similar a la de la subunidad Ca de mamiferos, lo que indica que la estructura de estas
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proteinas se encuentra muy conservada aun entre organismos poco relacionados

evolutivamente.

Estructura de la subunidad regulatoria de la PKA

Como ya se menciond, en mamiferos existen cuatro isoformas de la subunidad R de la
PKA: Rla, RIB, Rlla, y RIIB, que difieren en numerosas caracteristicas: afinidad por cAMP,
afinidad por la subunidad C, AKAPs con las que interactiian (y consecuentemente localizacion
subcelular), aspectos estructurales (que seran discutidos en esta secciéon) y patrén de
expresion en los diferentes tejidos. En S. cerevisiae existe una sola isoforma, Bcyl. Sus
principales funciones son: regular la actividad de la subunidad C mediante su efecto
inhibitorio, servir como los principales blancos intracelulares de cAMP, y proporcionar la

localizacidon subcelular adecuada a la enzima de la PKA mediante la interaccion con las AKAPs.

Pese a estas numerosas diferencias, todas estas isoformas comparten la misma
organizacion de dominios, que ademas se encuentra conservada en numerosos organismos
[4] (Figura 1.10). Hacia el extremo N-terminal existe un dominio responsable del estado
dimérico de la subunidad R, que sirve ademas de plataforma de interaccién para las AKAPs
que, como ya se sefiald, son un componente clave de la maquinaria de transduccion de sefiales
por cAMP en mamiferos; éste se denomina dominio de dimerizacién y anclaje (D/D). Hacia el
extremo C-terminal existen dos dominios de unién a cAMP (CBD) ubicados en tandem. Estas
dos regiones bien definidas tienen estructuras caracteristicas, y se encuentran conectadas por
una region intrinsecamente desordenada denominada /inker, que incluye un sitio inhibitorio
(IS) de la subunidad C. Este sitio emula la secuencia consenso de fosforilacion de los sustratos
de la PKA, que en la holoenzima inactiva ocupa el bolsillo catalitico de la subunidad C. La
secuencia del /inker es altamente repetitiva y muy poco conservada, y se han predicho sitios
de fosforilacién y de interaccién proteina-proteina en esta region [40]. La region hacia el N-
terminal del IS se conoce como /inker I, mientras que la region hacia el C-terminal del IS se
denomina /inker II. El IS consta solamente de cuatro residuos: Arg-Arg-X-Ser/Ala, donde X
puede ser cualquier residuo; en la cuarta posicion, las subunidades RI presentan una alanina
mientras que las subunidades RII presentan una serina, por lo que son fosforiladas por la
subunidad C, mientras que las subunidades RI no; esto constituye diferencia entre las dos

isoformas de R.
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Figura 1.10: Arquitectura de la subunidad regulatoria de la PKA.

Organizacion general de las subunidades RI y RII, tomando como ejemplos Rla y RIIB (RIB es andloga
a Rla, y Rlla es analoga a RIIB). Las distintas regiones son: D/D (dominio de dimerizacién y anclaje);
Inhibitor site (sitio inhibitorio de la subunidad C); CNBA/CNBB (dominios de unién a cAMP). Los
numeros indican la extensidn de cada uno de los dominios. (Figura tomada de [12]).

Durante muchos afios, no se pudo conocer la estructura de alta resoluciéon de la
subunidad R completa, debido a que el desorden intrinseco del /inker atenta contra la
cristalizacion; por lo tanto, inicialmente se estudiaron por separado las estructuras de los
dominios D/D y de los CBD. Recientemente, sin embargo, se ha logrado resolver una
estructura del homodimero de R completo [41]. Dado que el foco de este trabajo es la
subunidad R de la PKA de §. cerevisiae, en las siguientes secciones se describira con mayor

detalle la estructura de cada uno de estos dominios.

Dominio de dimerizacién y anclaje (D/D)

Como ya se sefial6, la funcién del dominio D/D es proporcionar a la subunidad R el estado
dimérico en solucién y servir de superficie de interaccién con las AKAPs para garantizar la
localizacion subcelular adecuada de la holoenzima de la PKA. Es importante mencionar que
existen organismos en los cuales la subunidad R no presenta dominio D/D; algunos ejemplos
son: Dictyostelium discoideum [42] y Paramecium [43]; en estos organismos, las subunidades

R son monoméricas, y las holoenzimas son dimeros RC.

La primera estructura de alta resolucién de un dominio D/D fue obtenida en el afio 1999
por resonancia magnética nuclear (NMR), para la subunidad Rlla [44]. Posteriormente, se
resolvié por cristalografia de rayos X (DRX) la estructura de la misma construccién en su
forma apo y en complejo con un péptido derivado de una AKAP [45]. Con el tiempo, también
se obtuvieron las estructuras en solucién [46] y cristalina [47] del dominio D/D de la
subunidad Rla, asi como de distintos complejos entre dominios D/D y péptidos derivados de

AKAPs [47-49].
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Todas las estructuras consisten en un dimero en el que las dos cadenas polipeptidicas
presentan un motivo hélice-giro-hélice cada una (Figura 1.11). Ambas cadenas se encuentran
orientadas de forma antiparalela una respecto de la otra, formando un plegamiento de tipo
manojo de cuatro a-hélices en forma de X (X-type four helix bundle). La estructura esta
sostenida principalmente por residuos alifaticos de cadena larga, que constituyen un nucleo
hidrofébico de dimerizacion. Estos residuos se encuentran muy conservados entre todas las

isoformas de la subunidad R.

Figura 1.11: Estructura en solucién de los dominios D/D de la PKA de mamiferos.

Estructuras de alta resolucion obtenidas por NMR de los dominios D/D de Rla bovina (izquierda) y de
RIla murina (derecha). La primera corresponde a los residuos 12-61 (pdb: 2EZW [46]) y la segunda a
los residuos 1-44 (pdb: 1R2A [44]). En el panel superior se indican con cédigo de colores los
diferentes elementos: el segmento N-terminal que precede a la hélice 1 en amarillo (que en Rla forma
una hélice adicional denominada hélice N-1, y en Rlla se encuentra desestructurado), la hélice 1 en
marron, y la hélice 2 en rojo. Se indican asimismo los extremos N-terminal y C-terminal (que es donde
continuda el /inker en la proteina completa) con o sin primas para identificar a las dos cadenas que
conforman el dimero. En el panel inferior se muestra una vista similar, ligeramente rotada para
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enfatizar los aminoacidos hidrofébicos que constituyen el nucleo de dimerizacién (se muestran en
amarillo). Las dos cadenas se representan en diferentes colores por claridad. (Figura tomada de [46]).

La a-hélice N-terminal se denomina por convencion hélice 1, mientras que la a-hélice C-
terminal se denomina hélice 2. Si bien en ambas a-hélices existen residuos que resultan de
importancia en mantener los contactos en el dimero, en general es reconocido que la hélice 1
constituye lo que cominmente se conoce como subdominio 1, y que en esta region residen
principalmente los determinantes de anclaje a AKAPs, mientras que en la hélice 2, o

subdominio 2, se localizan principalmente los determinantes involucrados en la dimerizacidn.

En contraste con esta region helicoidal bien conservada, existen diferencias importantes
en la estructura del segmento que precede a la hélice 1 hacia su N-terminal [50]. En esta
region, el dominio D/D de Rla presenta un segmento helicoidal adicional (hélice N-1) que le
confiere una estructura en forma de Y, mientras que el dominio D/D de RIlla contiene un
segmento desestructurado que le da una apariencia mas abierta (Figura 1.12). Estas
diferencias tienen importantes implicancias en la unién a AKAPs, dado que la misma ocurre a

través de esta superficie.

Existen notables diferencias en las superficies de unién a AKAPs de los dos tipos de
isoformas. En los dominios D/D de las subunidades Rlla se aprecia un surco hidrofébico que
sirve de sitio de anclaje para las AKAPs; en las subunidades Rla esta cavidad se encuentra
parcialmente obstruida por las dos hélices N-1 a ambos lados. Otra diferencia importante
entre los dos tipos de subunidades en lo que respecta al dominio D/D consiste en que las
subunidades RI presentan dos puentes disulfuro intercatenarios, orientados de forma
antiparalela, que se establecen entre dos residuos de cisteina muy conservados en las

subunidades RI pero que no se encuentran presentes en las subunidades RII (Figura 1.13).
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Figura 1.12: Superficie de interaccion con AKAPs de los dominios D/D.

Estructuras de alta resolucion obtenidas por NMR de los dominios D/D de Rla bovina (izquierda) y de
Rlla murina (derecha). La primera corresponde a los residuos 12-61 (pdb: 2EZW [46]) y la segunda a
los residuos 1-44 (pdb: 1R2A [44]). Las imagenes del panel superior corresponden a una
representacion de la superficie para una vista similar a la de la Figura 1.11; el segmento N-terminal
que precede a la hélice 1 se muestra en amarillo. En el panel inferior se muestra el potencial
electrostatico superficial para una vista que se encuentra rotada 909 en sentido horario respecto del
eje paralelo a los bordes horizontales de la figura, exponiendo las superficies de unién a AKAPs (surcos
en las figuras del panel superior). El cédigo de colores es el cominmente aceptado para este tipo de
representaciones: residuos acidos en rojo, residuos basicos en azul, regiones sin carga en blanco.
(Figura tomada de [46]).
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Figura 1.13: Puentes disulfuro intercatenarios de las subunidades RI.

Estructura cristalina del dominio D/D de la subunidad Rla de Bos taurus (pdb: 3IM3 [47]). En el panel
de la izquierda se muestra una vista de la superficie de unién a AKAPs; cada cadena se representa en
un color distinto, y se indican los extremos N y C terminales de cada una. a0 denota la hélice N-1, al la
hélice 1, y a2 la hélice 2. Las flechas sefialan las posiciones de los dos puentes disulfuro intercatenarios
que se establecen entre el residuo Cys 16 de una cadena y Cys 37 de la otra. En el panel de la derecha
se muestra una ampliacidn de esa zona, y se indican también los contornos de densidad electrénica de
los dos residuos de cisteina y de Tyr 19 e His 23, que estabilizan los puentes disulfuro por
interacciones de tipo stacking. (Figura tomada de [47]).

Como ya se discuti6, uno de mecanismos por los cuales la PKA logra especificidad es su
localizacion subcelular mediada por las proteinas de anclaje denominadas AKAPs. Estas
proteinas se unen al dominio D/D de la subunidad R de la PKA mediante interacciones
hidrofébicas que se establecen entre las superficies que se muestras en el panel inferior de la
Figura 1.12 y en el panel de la izquierda de la Figura 1.13, y la cara hidrofébica de una a-hélice
anfipatica que esta presente en todas las AKAPs (dominio AKB). La dimerizacién es por lo
tanto un requisito indispensable para garantizar la interaccion entre la holoenzima PKA y sus
proteinas de anclaje, ya que la superficie de interaccién involucra a ambos monémeros. De
hecho, se considera, que ésta es la principal razén por la cual la proteina es dimérica. En la

siguiente seccidn se discute la estructura de estos complejos.

Estructura de los complejos D/D-AKB

Los dominios AKB de todas las AKAPs son segmentos de entre 14 y 18 aminoacidos que

comparten una baja similitud de secuencia. Sin embargo, todos presentan dos caracteristicas
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distintivas: se pliegan en forman de a-hélice, y presentan un patrdn repetitivo de residuos
hidrofébicos que determinan que esta a-hélice sea anfipatica, dado que por su distribucién en
la secuencia los residuos hidrofobicos se ubican mayoritariamente sobre una de las caras [51]
(Figura 1.14). Esto genera una superficie de union de alta afinidad que encaja dentro del surco
hidrofébico formado por los dominios D/D de las subunidades R de mamiferos. Cualquier
mutacién que perturbe la conformacion de esta a-hélice (por ejemplo, la introduccién de un

residuo de prolina que la interrumpa), tiene efectos deletéreos sobre el anclaje de la PKA.

Las AKAPs se clasifican tipicamente de acuerdo a la selectividad que presentan por cada
una de las isoformas de la subunidad R; existen AKAPs especificas de RI, AKAPs especificas de

RII, y AKAPs duales que pueden interactuar con los dos tipos de subunidades.

Ht31(494-511)
AKAP79(391-408)
MAP2(86-103)
DAKAP1(307-324)
TAKAP80(342-359)
AKAP82(207-224)
AKAP110(124-141)
AKAP95(565-582)
Yotiao(499-516)
AKAP220(794-811)
GRAVIN(1443-1460)

AKAP-KL(585-602)
AKAP18(28-45)

Figura 1.14: Estructura de los dominios AKB de las AKAPs.

En el panel de la izquierda se muestra un alineamiento de las secuencias de los dominios AKB de 13
AKAPs conocidas. Las posiciones correspondientes a residuos hidrofébicos importantes para la
interaccion se encuentran resaltadas en verde. En el panel de la derecha se muestran los modelos
correspondientes a los péptidos de unidn a R de dos AKAPs muy estudiadas (indicadas en rojo en el
panel de la izquierda). Se observa que los residuos hidrofébicos resaltados en el alineamiento se
agrupan en una de las caras de la a-hélice (indicados también en verde). (Figura tomada de [48]).

La mayoria de las AKAPs exhiben alta afinidad (Kq aproximadamente 10 nM) por las
subunidades RII y practicamente no interactuan con las subunidades RI o lo hacen con muy
baja afinidad, por lo que se conocen como AKAPs especificas de RII [52]. Por otro lado, existen
unas pocas AKAPs que apenas han empezado a ser identificadas en los ultimos afios, que son

especificas de RI [53, 54]. Finalmente, existen AKAPs de especificidad dual (por ejemplo D-
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AKAP1, D-AKAP2 y ezrina), que son capaces de interactuar tanto con RI como con RIl. En
general, la afinidad de los dominios AKB de estas AKAPs duales es por lo menos un orden de
magnitud mayor para RII que para RI [52, 55]; sin embargo, recientemente se ha reportado

una AKAP dual, Opal, que presenta mayor afinidad por RI que por RII [56].

Las AKAPs de especificidad dual contienen una secuencia adicional fuera de la a-hélice
anfipatica, denominada regién especifica para RI (RISR), que fue originalmente identificada en
la ezrina. Esta region de unos 30 aminodacidos tiene la capacidad de unirse a RI por si misma, y
contiene dos clusters de residuos basicos que son criticos para esa interaccion con RI. Por otro
lado, por experimentos de dicroismo circular se determiné que RISR tiene estructura de a-
hélice en solucidn, al igual que los dominios AKB. El sitio de interaccion con RISR se encuentra

hacia el C-terminal del dominio D/D. [57].

La elucidacién del rol que desempeiian las AKAPs en distintos procesos fisiolégicos se
lleva a cabo frecuentemente utilizando péptidos sintéticos que emulan el dominio AKB, y que
tienen la capacidad de interrumpir la interaccion PKA-AKAP tanto in vitro como in vivo. El
primero de estos péptidos que se desarrollé fue Ht31 (human thyroid 31), que corresponde al
dominio AKB de la AKAP-Lbc [58] (ver Figura 1.14). Posteriormente, utilizando arrays de
péptidos que permitieron explorar numerosos cambios de residuos sobre este templado, se
desarrollaron otros péptidos que presentan selectividad por una u otra isoforma de la
subunidad R: el péptido AKAP-IS (AKAP-in silico), el cual es selectivo para RII por sobre RI
[59], y el péptido disruptor del anclaje a RI (RIAD) selectivo para RI [60].
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Figura 1.15: Estructura del complejo formado por el dominio D/D de Rlla y el péptido AKAP-IS.

(A) Vista de la superficie de interaccidn con las AKAPs del dominio D/D de Rlla. Las dos cadenas (Ry
R") se representan en azul y en magenta. Se indican también sus extremos N-terminales, y la
denominacion de las a-hélices: A helix, A" helix (hélices 1) y B helix, B” helix (hélice 2). El modelo fue
obtenido por DRX (pdb: 21ZY [45]). (B) Misma vista que en el panel (A), pero para el complejo D/D-
AKAP-IS; el péptido se muestra en amarillo con sus extremos N y C terminales identificados. (C) Vista
lateral, rotada 902 en sentido antihorario respecto del eje contenido en el plano de la hoja que es a su
vez perpendicular al péptido en el panel (B). Ademas del diagrama de cintas, se muestran las cadenas
laterales de los aminoacidos, con el siguiente cédigo de colores: carbono en amarillo, nitrégeno en
azul, oxigeno en rojo. Se aprecia que todos los residuos del péptido que quedan sumergidos en la
interfaz son alifaticos. (D) Misma vista que en el panel (B), pero el dominio D/D se muestra en forma
de superficie con el siguiente cddigo de colores: carbono en verde, nitrégeno en azul, oxigeno en rojo.
Puede apreciarse que el surco en el que encajan los residuos de la AKAP es preponderantemente
hidrofébico. (Figura tomada de [45]).
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En el afio 2001 se reportaron las primeras estructuras de alta resolucion
correspondientes a complejos entre un dominio D/D y un dominio AKB, correspondientes al
dominio D/D de Rlla y los péptidos Ht31 y el AKB de 1a AKAP 79 [48]. Desde entonces, se han
reportado numerosas estructuras tanto de Rla como de Rlla, en complejo con distintos
péptidos de AKAPs. Dos trabajos muy importantes son los que reportaron las estructuras de
los dominios D/D de las dos isoformas en complejo con el mismo péptido derivado de una
AKAP dual, la D-AKAP2; esto permitié elucidar las diferencias en la especificidad de la
interaccion [47, 49].

Otro trabajo muy importante consisti6 en la elucidacién de la estructura de alta
resolucion del dominio D/D de la subunidad Rlla en complejo con el péptido sintético AKAP-
IS, selectivo para RII [45] (Figura 1.15). Como ya se sefald, las hélices 1y 1" (o Ay A")
correspondientes a cada monémero del dominio D/D (R y R") se encuentran alineadas de
forma antiparalela, generando de esta manera el surco hidrofébico en el que encajan las
cadenas laterales del péptido, que complementan la superficie expuesta por Rlla; esta
superficie es muy rigida y esencialmente no sufre cambios como consecuencia de la unién a
las AKAPs. La estructura permitié determinar que la interacciéon entre los dos componentes
esta dominada por residuos hidrofébicos, dado que los aminodacidos alifaticos que constituyen
la cara no polar de la a-hélice anfipatica del dominio AKB se encuentran sumergidos en el
surco hidrofébico del dominio D/D. El segundo elemento importante lo constituyen los
residuos Ile 3 e 113 5 de Rlla. Estos dos residuos forman parte del segmento extendido que
precede a la hélice 1, que en ausencia de AKAPs se encuentra desestructurado. Trabajos
previos habian demostrado que al mutar estos dos residuos por alanina la interaccién se veia
seriamente comprometida [61, 62]. La estructura revelé que en el complejo D/D-AKB, el
segmento desestructurado se acomoda para facilitar interacciones importantes entre estas

dos cadenas laterales y residuos hidrofébicos a los lados del péptido.

Interaccion entre Bey1 e Ira2

Como ya se discutié6 no se han reportado hasta la fecha AKAPs en S. cerevisiae. Sin
embargo, la proteina Ira2, que forma parte de la via de sefializacion de cAMP-PKA en este
organismo, presenta ciertas caracteristicas que sugieren que podria ser clasificada como
miembro de esa familia. La interaccidon entre Ira2 y Bcyl depende de los primeros 85

aminoacidos de la segunda, lo que sugiere que el dominio D/D podria encontrarse
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involucrado en la misma. Reforzando esa idea, un péptido de Ira2 de 25 aminoacidos que
resulta suficiente para garantizar la interaccion con Bcyl, se pliega de acuerdo a predicciones
bioinformaticas en forma de una a-hélice anfipatica, al igual que los dominios AKB de las

AKAPs de mamiferos. [36].

Por otro lado, en el mismo trabajo se elucidaron cuales son los residuos del péptido que
resultan clave en mediar la interaccion de Bcyl mediante experimentos de ala scanning.
Inesperadamente, los resultados mostraron que la mutacién de los residuos hidrofébicos que
constituyen la cara no polar de la a-hélice anfipatica no afect6 la interaccién; por el contrario,
la mutacién de tres residuos basicos, (dos lisinas y una arginina) ubicados hacia el extremo C-
terminal del péptido comprometi6 seriamente la interaccién. Se observé un comportamiento
similar para los péptidos derivados de Hsp60 y Myo2, otras dos proteinas interactoras de
Bcyl reportadas en ese trabajo. Como control, se utilizé el dominio AKB de la AKAP7 de

mamiferos, que no fue capaz de interactuar con Bcy1. [36].

Estos resultados se encuentran en fuerte contraste con el comportamiento del sistema
D/D-AKB en mamiferos, dado que en este caso la interaccién se suprime cuando se mutan los
residuos de la cara hidrofébica de la hélice anfipatica de las AKAPs [51]; por lo tanto, los
dominios de interaccion de las proteinas interactoras de Bcyl presentan ciertas

caracteristicas diferenciales con las AKAPs de mamiferos.

Finalmente, en este trabajo se propuso que los residuos de serina fosforilados localizados
en el extremo N-terminal de Bcyl podrian mediar interacciones electrostaticas con los
residuos positivamente cargados de esos péptidos. En esa linea, se observo que la variante de
Bcyl que tiene mutados ambos clusters de serina por alanina, la asociacién de Bcyl a
membranas y vesiculas se ve seriamente comprometida; este comportamiento no se observa
para las variantes que tiene mutado solamente uno de los dos c/usters [36]. Esta observacion

sugiere que podrian existir varios puntos de contacto entre Bcy1 y sus proteinas interactoras.

Dominios de unién a cAMP

El cAMP es una molécula que se encuentra ampliamente distribuida como segundo
mensajero en numerosos organismos, y por lo tanto la estructura de los dominios de unién a
cAMP (y los dominios de union a nucleétidos ciclicos en general) esta muy conservada de
bacterias a humanos; de hecho, esta es la region de la subunidad R mas similar en cuanto a su

secuencia entre las distintas isoformas y entre los distintos organismos [12].
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Se han resuelto hasta la fecha estructuras de alta resolucion de mutantes de delecion de la
subunidad R que contienen ambos dominios de unién a cAMP para Rla (A1-91) [63], RIIB (A1-
107) [64],y Bcyl (A1-167) (esta ultima forma parte del trabajo realizado en nuestro grupo de
investigacion) [65]; cabe recordar que el desorden intrinseco del /inker atenta contra la
cristalizaciéon y que por lo tanto hasta muy recientemente no se habian podido resolver
estructuras de la subunidad R entera. La arquitectura general de cada uno de los dos dominios
de unién a cAMP individuales se encuentra muy bien conservados entre las distintas
proteinas, con un RMSD (raiz cuadrada de la desviaciéon cuadratica media) para atomos de
carbono « equivalentes de 0,9 A para el CBD-Ay 1,0 A para el CBD-B [65]. Todas ellas constan
de dos a-hélices en su extremo N-terminal: aN y aA, seguidas de 8 hebras 8 y dos a-hélices C-
terminales: aB y aC. Estos elementos de estructura secundaria forman dos subdominios: un
subdominio a formado por las a-hélices, y un subdominio 8 formado por las 8 hebras que se

pliegan en forma de barril § (Figura 1.16).

El subdominio helicoidal es flexible, y contiene en su extremo N-terminal un motivo
llamado N3A, que esta formado por las hélices aN y aA, separadas por un /oop de 8 residuos,
que tiene estructura de turn 310 y que por lo tanto se denomina 379 /oop. Por el contrario, el
subdominio B es relativamente rigido, y contiene un motivo muy conservado llamado casete
de unién a fosfato (PBC), al cual se une el cAMP. El PBC es un motivo de catorce aminoacidos
que esta presente en todos los dominios de unién a nucleétidos ciclicos. Esta formado por un
loop y una a-hélice corta, de tres giros. Tiene tres componentes clave de interaccién con la
molécula de cAMP, muy conservados (Figura 1.17): una arginina que se une al fosfato, un
acido glutdmico que se une al oxidrilo de la ribosa, y un residuo tapa o capping que interactia

con el anillo de la adenina. [66].
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Figura 1.16: Estructura de los dominios de union a cAMP de la subunidad regulatoria de la PKA.

(A) Distribucion de elementos de estructura secundaria. Las a-hélices se muestran en azul y las hebras
B en amarillo. El segmento rojo representa el casete de unién a fosfato (PBC). (B) Superposiciéon de los
CBD de Bcy1 (verde azulado) con los CBD de Rla (marrdn grisaceo, con transparencia). El panel de la
izquierda muestra el CBD-A, y el de la derecha, el CBD-B. Se resaltan en rojo las hélices aC de Bcy1.
(Figura tomada de [65]).

Figura 1.17: Estructura de los casete de union a fosfato del CBD-B de la subunidad R de la PKA.

Se muestra el PBC en rojo, y los residuos conservados: la arginina que coordina el fosfato, y el acido
glutamico que coordina el oxidrilo de la ribosa. A diferencia de los mamiferos que tienen una tirosina,
el residuo cappingde Bcy1 es una prolina. (Figura tomada de [65]).
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A pesar de las numerosas similitudes, existen dos diferencias esenciales entre la
estructura de los CBD de Bcy1 y la de las proteinas de mamiferos. La primera es justamente el
residuo capping, en el CBD-B, en las dos subunidades R de mamiferos es una tirosina,
mientras que en Bcyl es una prolina (Figura 1.17). La segunda diferencia notable entre la
estructura de los CBD de Bcy1 y las subunidades R de mamiferos es la orientacion relativa de

los dos dominios (Figura 1.18).

Figura 1.18: Orientacion relativa de los CBD de Bcy1 y de las subunidades R de mamiferos.

Se muestran en verde azulado los dos dominios de unién a cAMP de Bcyl, y en marrén grisaceo con
transparencia los de las subunidades R de mamiferos: Rla a la derecha y RIIf a la izquierda. Se
muestran en rojo los PBC de Bey1. (Figura tomada de [65]).

Zona bisagra (Linker)

Como ya se sefald, entre el dominio D/D en el extremo N-terminal y los dos CBDs
ubicados hacia el extremo C-terminal, existe una regién intrinsecamente desordenada
denominada /inker o bisagra, que incluye el sitio inhibitorio (IS) de la subunidad C. Este
motivo de tan solo cuatro aminoacidos (RRXS/A) emula el sitio consenso de fosforilacion de
los sustratos de PKA, y en la holoenzima inactiva ocupa el sitio catalitico de la misma,
contribuyendo a su inhibicion. Las subunidades RI tienen una alanina en la cuarta posicidn de

ese sitio, mientras que las subunidades RII tienen una serina, que corresponde al sitio de
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autofosforilacidn [67]; por lo tanto, las subunidades RII son fosforiladas por la subunidad C,
mientras que las subunidades RI no, lo que constituye una de las principales diferencias entre
las dos isoformas de R. En Bcy1 la cuarta posicidn la ocupa un residuo de serina fosforilable, lo

que la asemeja mas a las subunidades RII.

Como ya se sefialo, el /inker es una region intrinsecamente desordenada, que presenta
gran flexibilidad. Su secuencia es altamente repetitiva y muy poco conservada entre las
distintas isoformas, y se han predicho sitios de fosforilaciéon y de interacciéon proteina-
proteina en esta region. En los tltimos afios, se ha tomado dimension acerca de su relevancia
en cuanto a la estructura del dimero de subunidades R y a la estructura global de la

holoenzima de la PKA, como se discutira en las siguientes secciones. [40].

Estructura global del dimero de subunidades R

Como ya se sefial6, durante mucho tiempo no fue posible obtener una estructura de alta
resolucion de la subunidad R completa, por lo que los primeros modelos se basaron en las
estructuras de los dominios individuales (Figura 1.19). Posteriormente, utilizando la técnica
de dispersién de rayos X a bajo angulo (SAXS), que permite obtener informacién estructural
de baja resolucién de macromoléculas en soluciéon (tamano y forma global), se demostré que
las diferentes isoformas de la subunidad R presentan notables diferencias conformacionales
en cuanto a la disposicion relativa de sus dominios [40]. Concretamente, mientras que el
dimero de Rla es compacto y en forma de “Y”, los homodimeros de Rlla y RIIf son extendidos
y de forma alargada. Estas diferencias se atribuyeron a la region del /inker, dado que la
estructura de los CBDs y del dominio D/D se encuentran bastante conservadas entre las
distintas isoformas. Apoyando esta idea, utilizando anisotropia de fluorescencia seguida en el
tiempo de fluoréforos unidos a residuos de cisteina del /inker, o bien residuos de triptofano de
esa region, se demostré que los /inker de las subunidades RII son mucho mas flexibles en
solucion que los de las subunidades RI, que parecen presentar un nivel superior de
ordenamiento [40]; este concepto también fue demostrado por espectrometria de masa de
intercambio H-D, que permite identificar péptidos de la molécula que se encuentran en
regiones flexibles y/o accesibles al solvente [40]. Mas aun, el andlisis de las secuencias de los
linkers de las distintas isoformas de la subunidad R de mamiferos revel6 que, pese a que
ambos se predicen desordenados, en la subunidad Rla no se predicen regiones de baja

complejidad, mientras que en las subunidades RII se predicen dos de estas regiones. La
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diferencia es que las regiones de alta complejidad tienden a tener mas estructura residual y

mas probablemente se encuentran involucradas en interacciones proteina-proteina.

Se ha propuesto que la mayor flexibilidad de los dimeros de RII en contraste con la rigidez
de RI puede proporcionar un nivel adicional de regulacién de la especificidad en el
ensamblado de grandes complejos macromoleculares dirigidos por las AKAPs, dado que las

subunidades RII tendrian mayor posibilidad de acomodarse y buscar potenciales sustratos
debido a su flexibilidad [12].
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Figura 1.19: Estructura del dimero de subunidades Rla.

En el panel de la izquierda se muestra un modelo construido en base a las estructuras de alta
resolucion de los dominios D/D [46] y CBD [63]. El primero se muestra en magenta
(Dimerization/Docking Domain) y los segundos en azul y turquesa (CNB (A) y CNB (B)). Se indican
también las regiones de interaccién con las AKAPs y con las subunidades C. En el panel de la derecha
se muestra la estructura cristalina del dimero. La regiéon mostrada corresponde a los residuos 105-376
para la cadena Ry 108-376 para la cadena R’, lo que incluye 8 y 5 residuos del /inker;, respectivamente.
Si bien se cristaliz6 la proteina entera, el resto de la molécula no mostré densidad electrénica visible
en el mapa debido al desorden intrinseco del /inker. Se muestran en verde oscuro y claro los CBDs B A
y B (CNB-A y CNB.B, respectivamente), en rojo los motivos N34, y en amarillo la region del /inker que
se pudo apreciar en los mapas de densidad electrénica. En marrén se muestra la hélice aB/C. También
se muestra el eje de simetria 1802. (La figura de la izquierda fue tomada de [4], y la de la derecha de

[41]).
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Recientemente, se ha logrado resolver la estructura cristalina de un dimero de Rla [41]. Si
bien en esta estructura el dominio D/D y la mayor parte del /inker se encuentran ausentes, se
observd que los ultimos residuos del extremo C-terminal del /inker participan en el
establecimiento de contactos entre las dos subunidades R que conforman el dimero (Figura
1.19). Adicionalmente, el motivo N3A presente en el CBD-A de las dos subunidades también
contribuye a la generacion de una superficie de interacciéon entre los dos mondmeros. En este
trabajo se propone que la utilizacién de estos dos elementos en el establecimiento de
contactos entre mondmeros es exclusivo de las subunidades RI, dado que no se observa en las
subunidades RII, y que por lo tanto permite explicar las diferencias conformacionales entre

los dos dimeros discutidas anteriormente [41].

Hasta este punto se han descripto en detalle las estructuras de las subunidades R y C por
separado. Sin embargo, para comprender cémo ocurre a nivel molecular la activacién de la
PKA y la regulacion de su actividad, fue necesario elucidar las estructuras de las holoenzimas.

Este punto se describe en la siguiente seccidn.

Estructura de la holoenzima y aspectos estructurales de la activacion de la PKA

Como ya se discutid, el mecanismo clasico de activaciéon de la PKA postula que, como
consecuencia de la union del cAMP a la holoenzima tetramérica, la misma se disocia liberando
las subunidades C cataliticamente activas. Actualmente se acepta que el mecanismo de
activacion es sustancialmente mas complejo, en base a numerosos trabajos que han
demostrado que el cAMP provoca solamente la relajacién de ciertas interacciones R-C, pero no
la disociacién total de la holoenzima. Por ejemplo, resultados de nuestro grupo de
investigacion han demostrado que la PKA del hongo dimérfico Mucor rouxii forma un
complejo ternario R-C-cAMP, en el que solamente estd ocupado el CBD-B; sélo por adicién de
NaCl 0,5 M o de un sustrato se promueve la ocupacion del CBD-A con la consecuente
disociacién de la holoenzima [68-70]. Por otro lado, la activaciéon por cAMP de la PKA de S.
cerevisiae resulta diferente dependiendo del sustrato, dado que éstos sensibilizan a la
holoenzima de manera diferencial al efecto del segundo mensajero [21]. Este fenémeno se ha
observado también en las holoenzimas de mamiferos [71]: en este sistema, el cAMP no sélo no
logra disociar completamente a la holoenzima requiriendo de la presencia del sustrato, sino

que también este ultimo tiene un efecto diferencial sobre la activacién de las distintas
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holoenzimas; por ejemplo, en la holoenzima conformada por las subunidades RIIf, un

porcentaje significativo permanece sin disociar aun en presencia de cAMP y de sustrato [72].

En base a estas observaciones, se ha propuesto un modelo segin el cual el sustrato
desempefia un papel importante en la activacién, siendo requerida su presencia para
competir con el IS de la subunidad R por el sitio activo de la subunidad C, y generar de esta
manera la disociacién total de la holoenzima [72]. El sistema presenta en realidad un nivel
adicional de complejidad, dado que se ha reportado que el cAMP puede inducir la actividad de

la PKA sin requerir la disociacion de la holoenzima [73].

Las holoenzimas de PKA se clasifican de acuerdo a la isoforma de la subunidad R que las
conforman. La holoenzima contiene dos subunidades C unidas a homo o heterodimeros de RI
(RIa/Rle, RIa/RIB, RIB/RIB) 0 a homodimeros de RII (Rllee/RIla, RIIB/RIIP) [74]. Las cuatro
isoformas de la subunidad R son funcionalmente no redundantes y, como ya se sefial6, pese a
presentar la misma organizaciéon de dominios existen numerosas diferencias entre ellas, que
se manifiestan como diferencias entre las correspondientes holoenzimas. Estas diferencias se

enumeran a continuacion:

1) Como ya se indico, las distintas isoformas de la subunidad R presentan un patrén de
expresion diferencial en los distintos tipos celulares: mientras que Rla y Rlla se expresan
constitutivamente en todos los tejidos, RIIf es la isoforma predominante en tejido adiposo,
tejido enddcrino, 6rganos reproductores y en el cerebro, y RIf3 se expresa principalmente en
neuronas [1, 12]. Ademas, las cuatro subunidades son funcionalmente no redundantes, dado
que sus respectivas deleciones presentan fenotipos caracteristicos asociados; esto es valido
incluso entre las subunidades a y 8 de un mismo tipo, pese a que presentan una elevada

identidad de secuencia [12].

2) En lo que respecta a la localizacion subcelular, Rla es predominantemente
citoplasmatica mientras que RIf se encuentra principalmente asociada a mitocondrias. Por
otro lado, alrededor del 75% de la PKA de tipo Il se encuentra asociada a organelas y a
estructuras celulares especificas mediante AKAPs; este hecho posiblemente esta relacionado
con la elevada cantidad de AKAPs que son especificas de RII, en contraste con la escasas
AKAPs duales y especificas de RI. [1, 12]. La localizacién subcelular de Bcy1 ya fue discutida

en secciones anteriores.
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3) La PKA de tipo I es mas sensible al cAMP, con una constante de activacion aparente in
vitro (concentracion requerida para disociar el 50% de la holoenzima) de 50-100 nM de
cAMP, mientras que para la PKA de tipo Il esta constante es de 200-400 nM [1]. La
sensibilidad de la PKA de S. cerevisiae al cAMP in vitro es similar a la de la PKA de mamiferos
de tipo I [22].

4) Desde un punto de vista estructural, existen diferencias en cuanto a la estructura del
dominio D/D, como ya se discutio, y en cuanto a la secuencia del IS: mientras que las
subunidades RI presentan un residuo de glicina o alanina no fosforilable y son por lo tanto son
pseudosustratos de la subunidad C, las subunidades RII presentan una serina y por lo tanto
son fosforiladas por la subunidad C. Esto resulta relevante dado que la fosforilacion del IS
disminuye la afinidad de C por R, y resulta relevante dado que los ciclos de disociacion y

reasociacion de la holoenzima de tipo Il requiere de la defosforilacion del IS [12].

5) Finalmente, los dos tipos de subunidad R tienen distintos requerimientos de cofactores
para la formacion de las holoenzimas. Las dos subunidades RI requieren de la unién de ATP y
de los dos iones Mg2* que contribuyen a la catdlisis a las subunidades C para formar la
holoenzima [75]; sin embargo, la formacién de las holoenzimas de tipo Il no requiere de ATP.
Consecuentemente, en las distintas holoenzimas las subunidades C se encuentran en
diferentes conformaciones: cerrada en RI, ya que estan presentes todos los elementos para la
catdlisis (ATP, Mg2+, y el pseudosustrato representado por el sitio IS de la subunidad R) y
abierta en Rlla, con su bolsillo de unién a ATP vacio y su sitio catalitico ocupado por el IS

fosforilado de la subunidad R [12].

Con el objetivo de entender a nivel molecular cémo la subunidad C es inhibida por la
subunidad R, cémo el cAMP activa a la holoenzima, y cuales son las diferencias estructurales
que explican la regulacién diferencial de las holoenzimas de tipo I y tipo Il (es decir,
comprender los mecanismos moleculares que median la especificidad), se estudié la

estructura de complejos R-C formados por distintas isoformas de la subunidad R [12].

Las primeras estructuras consistieron en holoenzimas heterodiméricas RC que contienen
variantes truncadas de la subunidad R sin el dominio D/D, que por lo tanto son monoméricas,
y sin el CBD-B. La estructura del complejo de la mutante Rla (91-244) con la subunidad Ca
demostr6é que existe una extensa superficie de contacto entre ambas subunidades [76]. En

particular, se observé por primera vez como el IS de la subunidad R ocupa el sitio activo de la
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subunidad C en la holoenzima, bloqueando el acceso a los sustratos. Por otro lado, la region
del /inker que conecta al IS con el CBD-A (/inker Il o C-linker) se ordena como consecuencia de
la interaccion con el 16bulo mayor de la subunidad C. Mediante el estudio de las distintas
isoformas de la subunidad R se observo que el IS y el C-/inker se ordenan de la misma manera
en todas ellas, mientras que el N-/inker (que es la region que precede al IS hacia el extremo N-
terminal) se posiciona de manera diferencial, desempefiando un papel fundamental en
establecer las diferencias de estructura cuaternaria observadas para las diferentes

holoenzimas, como se discutira mas adelante. [12].

La activacion de la holoenzima de PKA por cAMP es un proceso alostérico que ocurre
secuencialmente, dado que en la holoenzima inactiva solo el CBD-B (el dominio de uni6on a
cAMP mas ubicado hacia el C-terminal) se encuentra expuesto y disponible para la unién del
segundo mensajero, mientras que el CBD-A permanece inaccesible. Cuando el CBD-B es
ocupado, promueve la unién de cAMP al CBD-A a través de un mecanismo alostérico
intramolecular [12]. Por lo tanto, las holoenzimas diméricas que contienen subunidades R que
presentan solamente el CBD-A no resultan apropiadas para estudiar el mecanismo de

activacion alostérico de la PKA.

Para obtener informacién acerca de los cambios conformacionales que sufre la
holoenzima como consecuencia de la activacion, se resolvid la estructura cristalina de un
complejo heterodimérico RC en el que la subunidad R contiene los dos CBDs, formado por la
mutante de Rla (91-379), y la subunidad Ca [77]. Esta estructura revelé que la subunidad Rla
se caracteriza por una notable plasticidad conformacional, sufriendo cambios muy
importantes como consecuencia de la uniéon al cAMP y la consecuente liberacién de la
subunidad C. En base a estos resultados, se definieron dos estados conformacionales muy
caracteristicos para las subunidades R: uno con elevada afinidad por cAMP y otro con elevada
afinidad por la subunidad C. En el primero existe amplia superficie alostérica de contacto
entre los dos CBDs, mientras que en los heterodimeros RC la mayor interfaz se da entre las

subunidades Ry C (Figura 1.20).

La transicion entre estos dos estados se explica por el comportamiento dinamico de
hélices aB y aC localizadas hacia el extremo N-terminal del CBD-A (ver Figura 1.20): en la
holoenzima RC, estas dos a-hélices se encuentran fusionadas formando una Unica a-hélice

extendida, la hélice aB/C, que mantiene separados los dos CBDs. Como consecuencia de la
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unién al cAMP, esta hélice se quiebra, acercando los dos CBDs para generar la superficie de

interaccidn entre ambos, y liberando la subunidad C. [12].

Requlatory-catalytic subumt complex
‘ : Reqgulatory subunit bound
5 ,
- \ by twa c AMFP moleciiles
\

cAMP

Gl r CAMP

_— e
D —
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Figura 1.20: Mecanismo de activacion de la holoenzima dimérica RC de la PKA.

Se muestran representaciones de las superficies de los dos CNB (aminoacidos 91-379) en tonos
diferentes de verde, separados por la hélice aB/C (en rojo). El panel de la izquierda representa la
holoenzima dimérica RC inactiva, con la subunidad C en blanco. Como consecuencia de la union de
cAMP, ocurren cambios conformacionales mayores que se traducen en el quiebre de la hélice aB/C en
las hélices aB y aC, lo que genera una superficie de interacciéon entre los dos CBD, que como
consecuencia rompe la superficie de interaccién RC y libera la subunidad C. (Figura tomada de [12]).

Como se menciond anteriormente, en Bcy1 la orientacion relativa de los dos CBDs en el
estado unido a cAMP (que representa la nica estructura conocida hasta el momento) es muy
diferente a la de todas las subunidades R de mamiferos [65]. En el marco de los mecanismos
discutidos en los parrafos anteriores, esta observacién sugiere que los cambios
conformacionales que median la activacién alostérica de la PKA en S. cerevisiae podrian ser

muy distintos a los conocidos para mamiferos.

Los complejos heterodiméricos RC de las distintas isoformas de R son muy similares. Por
lo tanto, si bien estos estudios permitieron comprender el mecanismo de activacion de la PKA,
no proporcionaron informacién acerca de la activacién diferencial de las distintas
holoenzimas, ni permitieron explicar por qué las diferentes isoformas de la subunidad R son

funcionalmente no redundantes. Como consecuencia, fue necesario abordar el estudio de las
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estructuras de las holoenzimas tetraméricas enteras. Estos estudios revelaron que el N-/inker,
que en contraste con el C-/inker que se ordena como consecuencia de la interaccién con la
subunidad C, se encuentra siempre desordenado, desempefia un papel fundamental en el
establecimiento de la estructura de la holoenzima; en concordancia con esta observacion, el

N-linker es la region menos conservada en secuencia entre las distintas isoformas [12].

Mediante la combinacién de estructuras cristalinas de holoenzimas parcialmente
completas [41, 77-80], e informacién sobre las estructuras en soluciéon obtenida mediante
experimentos de dispersion de rayos X (SAXS) y de neutrones (SANS) a bajo angulo [40, 41,
81], se generaron modelos de las holoenzimas tetraméricas formadas por las distintas
isoformas de la subunidad R. Estos estudios demostraron que las holoenzimas son

estructuralmente muy diferentes (Figura 1.21).

CNBS

Figura 1.21: Diferencias estructurales entre las distintas holoenzimas de la PKA.

Pese a que los heterodimeros RC son muy similares para todas las isoformas de R, estos se ensamblan
en holoenzimas tetraméricas que presentan diferencias muy significativas. Se muestran
representaciones del contorno de las estructuras cuaternarias de las holoenzimas Rla, RI y RIIB,
enfatizando las diferencias en las arquitecturas globales de los tetrameros y también en el
posicionamiento del dominio D/D, que se indica con una flecha. El N-linker se muestra como un
segmento rojo. En purpura se muestra el loop $4-f5 del CNB-A. En amarillo se muestra el motivo
FDDY (Phe-Asp-Asp-Tyr) ubicado en el extremo C-terminal de la subunidad C, que es una parte
integral del sitio de unién a ATP. Estos tres motivos determinan la arquitectura global de la
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holoenzima. En los paneles inferiores se muestra como un punto el eje de simetria C;, presente en
todas las estructuras. (Figura tomada de[12]).

Pese a presentar un 85% de similitud de secuencia y dominios estructurales
estrictamente conservados, las holoenzimas de PKA conformadas por las subunidades Rla y
RIB difieren sustancialmente en sus estructuras cuaternarias, siendo la primera en forma de
“Y” (al igual que el dimero de subunidades Rla) con una disposicién tal que las dos
subunidades C se encuentran bien separadas. En contraposicion, la segunda es mucho mas
elongada, y existe una importante superficie de interaccion entre los dos lI6bulos menores de
las subunidades C (ver Figura 1.21). Por otro lado, como consecuencia de las diferentes
disposiciones del N-/inker (en contraste con el sitio IS y el C-/inker, que en todas las R se
encuentra ordenado), el dominio D/D asume disposiciones relativas respecto a los otros
dominios completamente diferentes: la posicién del dominio D/D en la holoenzima RIB
sugiere que podria formar parte integral del complejo, interactuando con las subunidades C y
con los CNB, por lo que la interacciéon con las AKAPs podria ser detectada por el complejo

entero y tener importantes consecuencias sobre su estructura global. [12].

En lo que respecta a las holoenzimas RII, ambas son también muy distintas a pesar de que
los dimeros de las subunidades R de las dos son muy similares, adoptando una conformacién
extendida, como ya se discutié: mientras que la holoenzima Rlla es extendida al igual que el

dimero de Rlla, la holoenzima RIIf3 es mucho mas compacta (ver Figura 1.21).
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OBJETIVOS GENERALES

Como se sefialé en el Prologo, el objetivo general del trabajo consiste en contribuir al
conocimiento de los mecanismos que median la especificidad en la via de transduccion de
sefales del cAMP-PKA en S. cerevisiae desde una perspectiva estructural. En particular, el
principal aporte radica en completar el panorama de la estructura de Bcy1, la subunidad R de
la PKA de este organismo. El enfoque adoptado es similar al que se utiliz6 para elucidar la
estructura de las subunidades R de mamiferos. Como ya se sefald, este consistié en estudiar
los distintos dominios por separado dado que, en una primera aproximacion, la proteina no
puede caracterizarse completa (al menos, no con alta resolucién) debido a Ia

desestructuracion intrinseca del /inker.

El antecedente mas directo es la determinacion de la estructura cristalina de la region
correspondiente a los dominios de unién a cAMP de Bcy1, que fue llevada a cabo por nuestro
grupo de investigacién [65]. Por lo tanto, para completar la caracterizacion estructural de la

proteina, en este trabajo se abordé el estudio de la estructura del dominio D/D.

La importancia de este dominio en la especificidad radica esencialmente en dos aspectos,
tanto en mamiferos como en . cerevisiae: la determinacién de la localizacién subcelular y la
determinacion del estado oligomérico de la subunidad R y, consecuentemente, de la
holoenzima. A su vez, el estado oligomérico tiene implicancias sobre las caracteristicas

alostéricas del mecanismo de activacion de la PKA.

El trabajo esta organizado en 4 capitulos de resultados. En cada uno de ellos se plantean
en primer lugar los antecedentes mas directos en lo que respecta a los temas abordados en
ese capitulo. Posteriormente, se enumeran los objetivos especificos y los abordajes teéricos y
experimentales utilizados para alcanzarlos. A continuacion, aquellos capitulos que involucran
técnicas que no son de rutina y que por lo tanto no necesariamente resultan familiares para
todos los cientificos, incluyen una Introduccién metodolégica que explica los fundamentos
tedricos y practicos minimos que se requieren para interpretar los resultados. El cuerpo
principal de cada capitulo estd formado por una seccién integrada de resultados y discusion,
mientras que en las conclusiones solamente se enumeran los hallazgos mas relevantes y se
plantean algunas perspectivas futuras. A continuacion se encuentra la seccion de Materiales y
métodos, en la que se detallan las cuestiones experimentales que no son centrales para la
comprension de los resultados. Finalmente, cada capitulo cuenta con su propia lista de

referencias.
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En el Capitulo 2 se discute la identificacion, produccion y caracterizacion preliminar de la
region de Bcyl correspondiente al dominio D/D. En el Capitulo 3 se analiza su estructura en
solucion mediante distintos abordajes experimentales, mientras que en el Capitulo 4 se
discute su estructura cristalina. Por ultimo, el Capitulo 5 presenta algunos resultados
preliminares del analisis de la interaccion entre Bcyl y el péptido de IraZ que interactiia con
ella.

Finalmente, el trabajo concluye con una seccién de Consideraciones finales, en la que se
discuten de manera general los hallazgos mas relevantes, se proponen algunas posibles
implicancias de esos resultados, y se plantean perspectivas de futuros experimentos y temas

de interés que surgen a partir de puntos inconclusos de este trabajo.
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ANTECEDENTES

1) En las subunidades R de mamiferos, los dominios D/D se localizan en el extremo N-
terminal de la molécula. En esta regiéon se encuentran los determinantes moleculares
necesarios para la dimerizacion y para la interaccion con las proteinas de anclaje AKAPs. Los
residuos responsables del mantenimiento de la estructura dimérica son principalmente

aminodacidos alifaticos de cadena larga.

2) Estructuralmente, estas regiones presentan un motivo hélice-giro-hélice, que en el
dimero se encuentran organizados en una estructura altamente simétrica de tipo manojo de

cuatro a-hélices dispuestas en forma antiparalela.

3) Se ha reportado que, al igual que las proteinas de mamiferos, Bcy1 es dimérica in vitro,
tanto obtenida de levaduras [1] como sobreexpresada en bacterias [2]. Resultados previos de
nuestro laboratorio obtenidos mediante experimentos de ultracentrifugacién en gradiente de
sacarosa sugieren que una mutante de delecién de Bcyl a la que le faltan los primeros 85
aminodacidos de su extremo N-terminal (Bcyl A(1-85)) es monomérica (Tesis Doctoral de

Jimena Rinaldi, dirigida por la Dra. Silvia Moreno y codirigida por la Dra. Silvia Rossi).

4) Los primeros 48 aminodcidos del extremo N-terminal de Bcyl participan en la
localizacion subcelular de la proteina, en concordancia con la funcionalidad conocida para los

dominios D/D de mamiferos [3].

OBJETIVOS Y ABORDAJES UTILIZADOS

Los antecedentes consignados en la seccidn anterior sugieren fuertemente que el dominio
D/D de Bcyl1 esta contenido en los 85 aminoacidos del extremo N-terminal de la molécula. En

base a esta hipoétesis, se plantearon los siguientes objetivos para este capitulo:

1) Identificar la region de Bcyl responsable de su estado oligomérico. Para ello, se
utilizaron herramientas bioinformaticas como predicciones de estructura secundaria y
alineamientos multiples de secuencias en comparacién con los dominios D/D de las

subunidades R de mamiferos. Por otro lado, se realiz6 un analisis del estado oligomérico de
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Bcyl WT y de la mutante de delecion Bcyl A(1-85) mediante experimentos de

entrecruzamiento quimico.

2) Obtener el fragmento correspondiente al dominio D/D de Bcyl en cantidad y con
elevado grado de pureza para su posterior caracterizacion estructural. Para ello se clon6 el
fragmento seleccionado en un vector de expresion bacteriano, y se desarroll6é un protocolo de
sobreexpresion y purificacion de la proteina recombinante correspondiente. Finalmente, se
analizé su capacidad de establecer dimeros mediante experimentos de entrecruzamiento

quimico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis bioinformatico de la region N-terminal de Bcy1

En base a los antecedentes, se espera que el dominio D/D se encuentre localizado hacia el
extremo N-terminal de la molécula. Como ya se sefiald, estos dominios se definen como las
regiones que son necesarias y suficientes para garantizar la dimerizacién y la interaccién con
AKAPs; para Rla comprende los aminoacidos 12-61 [4], y para Rlla, 1-44 [5]. Para evaluar
esta hipotesis, como primer abordaje se realiz6 un andlisis de la secuencia de Bcy1l empleando
herramientas bioinformaticas. En primer lugar, la base de datos de familias de proteinas Pfam
(http://pfam.xfam.org/) predice que en esta regién de la molécula existe un dominio
perteneciente a la familia RIla. Para ahondar en este punto, se construy6 un alineamiento
multiple que contiene secuencias de dominios D/D de mamiferos de estructura conocida. Por
otro lado, se realizaron predicciones de estructura secundaria de Bcyl para obtener
informacion acerca de la posible existencia en esta regién de un motivo hélice-giro-hélice,

caracteristico de estos dominios. Estos resultados se muestran en la Figura 2.1.

a 10 20 30 40 50

* * * v w *
H.sapiens RIa 13 SLRECELYVQKHNIQALLKDSIVQLCTARPERPMAFLREYFE-RLEKEEAKQIQN 66
H.sapiens RIP 13 SLKGCELYVQLHGIQQVLKDCIVHLCISKPERPMKFLREHFE-KLEKEENRQILA 66
B.taurus RIa 12 SLRECELYVQKHNIQALLKDSIVQLCTARPERPMAFLREYFE-KLEKEEAKQIQN 65
H.sapiens RIIa 1 ----- SHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVEFAVEYFT-RLREARAPASVL 49
H.sapiens RIIP l ===== MSIEIPAGLTELLQGFTVEVLRHQPADLLEFALQHFT-RLQQENERKGTA 49
R.norvegicus RIIa 1 ----- SHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVDFAVEYFT-RLREARRQESDS 49
S.cerevisiae (Bcyl) 1 ----- MVSSLPKESQAELQLFQNEINAANPSDELQFSANYFNKRLEQQRAFLKAR 50

(o] o] O e 00 ee00"® O

B.taurus RIa 12 — HéliceN-1 >—C_ Hélice1 ~ >———C  Hélice 2 >— 62
R.norvegicus RIIa 1 Hélice 2 — 44

S.cerevisiae (Bcyl) 1 —C Hélice 1 - O>— Hélice 2 ~>— 50

Figura 2.1: Alineamiento miiltiple de secuencias y estructura secundaria de dominios D/D.

Se muestra un alineamiento de secuencias de la region N-terminal de las subunidades R, tomando
como miembros representativos del grupo las proteinas humanas, bovinas y murinas; la numeracién
corresponde a la secuencia de Bcyl. Las proteinas para las cuales existen estructuras de alta
resolucion se muestran subrayadas y en negrita. Algunas posiciones importantes se encuentran
sefnaladas en la parte superior del alineamiento: residuos de cisteina involucrados en la formacién de
puentes disulfuro intercatenarios en las subunidades RI (asterisco), residuo de prolina central que
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separa las dos a-hélices (flecha), y residuos cuya mutacién por alanina impide la dimerizaciéon de las
subunidades R de mamiferos (estrella blanca si afecta a RI pero no a RII, negra si afecta a RII pero no a
R], y gris si afecta a ambas). Los circulos en la parte inferior del alineamiento representan residuos
hidrofébicos que establecen contactos clave para la dimerizacién en base a las estructuras de alta
resolucién en solucién de Rla bovina [4] (pdb: 2ZEZW) y de Rlla murina [5] (pdb: 1R2A); el cédigo de
grises para estos residuos es el mismo que para las mutaciones por alanina. Los residuos sombreados
en gris son aquellos de entre los anteriores que se encuentran conservados en Bcyl. En la parte
inferior se representa esquematicamente la estructura secundaria experimental de los dominios D/D
de mamiferos, o bien la prediccién para Bcy1; las cajas indican regiones de a-hélice.

Las predicciones sugieren la existencia de un motivo hélice-giro-hélice en el extremo N-
terminal de Bcy1; en particular, la hélice 1 comprende los aminoacidos 8-22, mientras que la
hélice 2 consta de los aminoacidos 26-48. Este motivo se encuentra flanqueado por regiones
desestructuradas correspondientes al /inker [ hacia su C-terminal, y a un pequefio segmento
extendido hacia el N-terminal. De acuerdo con estas predicciones, el dominio D/D de Bcy1 es
mas similar al de Rlla que al de Rla, debido a que el segundo presenta una a-hélice adicional
(hélice N-1) que precede a la hélice 1, mientras que el primero presenta en su lugar un
segmento desestructurado, que es lo que se predice para Bcyl. Por otro lado, una
caracteristica distintiva del dominio D/D de Bcy1 es que su hélice 2 se extiende en base a las
predicciones unos cinco aminodcidos mas (un giro y medio) que las de mamiferos; en
concordancia con lo anterior, se observa que fue necesario introducir un gap en esa zona para
optimizar el alineamiento. De acuerdo a estas observaciones, el segmento de Bcyl 8-48

contiene los elementos de estructura secundaria caracteristicos de los dominios D/D.

El alineamiento fue analizado en el contexto de la bibliografia sobre la estructura de los
dominios D/D de mamiferos. Numerosos trabajos han establecido los principales
determinantes responsables de la dimerizacion de las distintas isoformas de las subunidades
R. Los primeros trabajos consisten en estudios de mutagénesis que han permitido la
identificacién de residuos criticos cuyo reemplazo por alanina impide la dimerizacién. Por
otro lado, posteriormente se han reportado las estructuras de alta resoluciéon de estos
dominios, estableciendo cuales son los residuos que participan en contactos hidrofébicos que

son esenciales para el mantenimiento de la estructura dimérica.
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En primer lugar, se analizaron los residuos caracteristicos identificados por mutagénesis,
que se indican con simbolos en la parte superior del alineamiento de la Figura 2.1. La prolina
central que se encuentra en el /oop que separa las dos a-hélices en todos los dominios D/D de
mamiferos esta presente en Bcyl (Pro25). Por otro lado, existen tres residuos cuya mutacién
por alanina impide la dimerizacién de las subunidades R de mamiferos: las mutaciones
Phe47Ala y Phe52Ala en Rla [6], y las mutaciones Leul3Ala y Phe36Ala en RIIf [7] generan
proteinas monoméricas (ver estrellas en la Figura 2.1); estos tres residuos estan
estrictamente conservados en Bcyl (Leul3, Phe31, Phe36). La conservacidn estricta de estos
tres residuos clave, ademas de la prolina central, y la prediccién de estructura secundaria,
sugieren fuertemente que en esta region de Bcyl se encuentra presente un dominio D/D con

caracteristicas similares a los de mamiferos.

En segundo lugar, se analizaron los residuos que constituyen el nucleo hidrofébico
responsable del mantenimiento de la estructura dimérica en base a las estructuras de alta
resolucion de los dominios D/D de mamiferos; estos residuos se indican en circulos en la
parte central de la Figura 2.1. La Tabla 2.1 resume algunas observaciones importantes al

respecto.

Tabla 2.1: Conservacion de residuos de Rl y Rll en Bcy1.

En la columna 2 se indica la cantidad y el porcentaje del total de los residuos que constituyen el nicleo
hidrofébico de dimerizacion del dominio D/D de cada isoforma de R que se encuentra conservado en
Bcyl. La columna 2 muestra el porcentaje de similitud entre las secuencias completas de los dominios
D/D de cada una de las isoformas y Bcy1.

Nicleo hidrofdbico Todos
RI 37,5% (6/16) 32% (16/50)
RNl 71,4% (10/14) 38% (18/50)

Se observan diferencias evidentes respecto de la conservacion en Bcy1 de los residuos del
nucleo hidrofébico de cada una de las dos isoformas: sbélo el 37,5% de los residuos
importantes para la dimerizacion de Rla esta presente en Bcy1, mientras que el 71,4% de los
residuos importantes para la dimerizacién de Rlla esta presente en Bcy1 (Tabla 2.1, segunda

columna). Es interesante comparar estos numeros con el grado de similitud entre la secuencia
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completa de la region de Bcy1 (1-50) y los dominios D/D de mamiferos: para Rla los nimeros
son similares (32% de similitud de secuencia y 37,5% de similitud del ntucleo hidrofébico),
mientras que para Rlla el ntcleo hidrofébico estd muy conservado en Bcyl, contrariamente a
lo que ocurre con la secuencia completa (38% de similitud de secuencia y 71,4% de similitud
del nucleo hidrofébico). Estas observaciones sugieren que, a pesar de ser una regién no
demasiado conservada globalmente, el dominio D/D de Bcyl contiene un nucleo de
aminodacidos hidrofébicos bastante similar al de los dominios D/D de las subunidades Rlla,
reforzando la hipétesis de que en esta regidn residen los determinantes responsables de la
dimerizacién. En concordancia con esa idea, se ha observado con respecto a los nucleos de
dimerizacion de los dominios D/D de Rla y Rlla, que la regién correspondiente a las hélices 1
y 2 alinea estructuralmente muy bien pese a que la similitud de secuencias no es demasiado

alta (35%) [8].

Cabe destacar que la mayoria de estos residuos no se encuentran conservados
estrictamente en Bcy1, sino sustituidos conservativamente. En los trabajos de mutagénesis de
los dominios D/D de las subunidades R de mamiferos se observé que la mayor parte de los
residuos que constituyen el ndcleo de dimerizacién pueden ser mutados por otros residuos
alifaticos sin interrumpir la formacion del dimero [6, 7]. Esto indica que, pese a participar en
interacciones importantes, su conservacidon estricta no es requerida para garantizar su
funcién, y por lo tanto el hecho de que no se encuentren estrictamente conservados en Bcy1l

no se contradice con su potencial rol en la dimerizacidn.

Para concluir esta parte del andlisis, es interesante remarcar que el dominio D/D de Bcy1l
es mas similar al de RIla que al de Rla respecto de numerosas caracteristicas. En primer lugar,
como ya se sefialo, Bcyl presenta una topologia de estructura secundaria similar a la de Rlla.
Por otro lado, en Bcy1 no estan presentes los dos residuos de cisteina que establecen puentes
disulfuro intercatenarios en las subunidades Rla pero no en las Rlla (Figura 2.1). Finalmente,
ya se comenté también que la similitud de secuencia de Bcyl para todo el dominio D/D
(considerando la region de Bcey1 (1-50)) es ligeramente mas alta con Rlla que con Rla (38% y
32%); mucho mas significativa resulta la comparacion de los residuos del nucleo hidrofébico

(71,4%y 37,5%).
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Para completar el analisis bioinformatico, se procedi6 a analizar la posible participacion
de las a-hélices predichas para Bcyl, junto con los residuos hidrofébicos conservados, en
clusters que se pudieran formar en la interfaz entre ambas constituyendo un ntcleo de
dimerizacion. Para ello se utiliz6 el modelo de “Helical Wheel’, que consiste en representar las
a-hélices considerando que cada giro consta de 3,6 aminoacidos, y analizar la distribucion
resultante de aminoacidos en sus distintas caras. Para ello se utiliz6 el programa “HeliQuest”
[9]. El programa calcula ademas el vector momento hidrofébico de la a-hélice, que es la suma
vectorial de las hidrofobicidades de las cadenas laterales de los residuos que la constituyen;
su direccion y su modulo son una medida de la anfipaticidad de la a-hélice. En la Figura 2.2 se
muestran los resultados obtenidos para los modelos de las a-hélices del dominio D/D de Bcy1l

en comparacion con las de Rlla.

De acuerdo con las estructuras de alta resoluciéon de los dominios D/D de Rlla, las caras
constituidas principalmente por residuos no polares que se localizan aproximadamente en la
direccidon del momento hidrofébico de las hélices se encuentran sumergidas en el interior del
nucleo de dimerizacién del dominio (residuos Leu9, Leul2, Leul3, Tyr16 y Val20 para la
hélice 1, y Leu28, Val29, Ala32, Val33, Phe36 y Val39 para la hélice 2). Se observa que las
hélices de Bcy1l presentan momentos hidrofébicos aproximadamente en la misma direccion
que las correspondientes hélices de Rlla, presentando caras no polares similares que podrian
participar en el mismo tipo de contactos. En particular, los residuos Leu13, Phel6 e lle20 de la
hélice 1 podrian constituir una superficie andloga, aunque menos extendida, que la que
corresponde a la hélice 1 de Rlla. Por otro lado, en lo que respecta a la hélice 2, la situaciéon es
algo distinta: si bien el momento hidrofébico de la hélice es similar, los residuos no polares
parecen estar agrupados en dos clusters, a uno y otro lado de tres residuos polares. Existen
tres residuos, Leu40, Phe46 y Leu47, que no forman parte del nucleo hidrofébico del D/D de
las subunidades Rlla, pero que si parecen hacerlo en Bcyl; los dos dltimos se encuentran
localizados hacia el final de la hélice 2. Estos residuos podrian aportar caracteristicas
distintivas al nucleo de dimerizacion de Bcyl, en concordancia con lo ya observado
previamente en las predicciones de estructura secundaria, segtn las cuales la hélice 2 de Bcy1

presenta casi dos giros adicionales a las de los dominios D/D de mamiferos.
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Figura 2.2: Analisis de las hélices 1 y 2 de Bcy1 mediante el modelo de “Helical Wheel.

[zquierda: modelos generados para las dos a-hélices predichas de Bcy1 (hélice 1: 9-22, hélice 2: 28-
47). Derecha: representacion de las a-hélices de Rlla. Se indican los extremos N y C terminal de cada
una; en todos los casos se ubico el extremo N-terminal hacia la derecha para facilitar la comparacion.
Los residuos alifaticos y los residuos aromaticos se muestran en amarillo, las amidas en rosa, los
alcoholes en lila, los residuos cargados positivamente en rojo, los cargados negativamente en azul, y la
alanina en gris. Las flechas indican la direccién del momento hidrofébico de la a-hélice. Los residuos
involucrados en interacciones importantes para la dimerizacidon en las dos hélices de Rlla que se
indicaron en la Figura 2.1 estan numerados, junto con los residuos correspondientes conservados en
Bcyl. Se indican numerados en gris residuos hidrofébicos distintivos de Bcy1, no presentes en Rllq,
pero que parecen aportar a la posible interfaz de dimerizacion.

Mapeo experimental del dominio D/D de Bcy1

Para confirmar experimentalmente las predicciones que se desprenden del analisis de la
seccion anterior y determinar si la region N-terminal de Bcy1 es suficiente para garantizar su

correcto estado oligomérico en solucidn, se realizaron experimentos de entrecruzamiento
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quimico utilizando el reactivo etilenglicol-bis (succinimidil succinato) (EGS). El EGS es un
reactivo homobifuncional que reacciona selectivamente con los extremos N-terminal o con los
grupos €-amino de los residuos de lisina de las proteinas. Presenta en cada extremo de la
molécula un grupo N-hidroxisuccinimida, y ambos estan unidos a la cadena carbonada que los

separa por un enlace éster. Su estructura y reactividad se muestran en la Figura 2.3.

EGS
O

(o) @) @)
o O O O

R, = NH. Grupos amino
R, = NH, reactivos

O O
R—HN A~ Ao~ O A~ ANH—R,
@) @)
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Q OH de entrecruzamiento
N°
& ube,
O

O

Figura 2.3: Estructura y reactividad del EGS.

Las flechas indican las posiciones en las cuales ocurre el ataque nucleofilico por parte de los grupos e-
amino de los residuos de lisina, o bien de los grupos N-terminal de las cadenas polipeptidicas. El
recuadro gris muestra el brazo separador cuya longitud es de 1,6 nm.

Los dos grupos carbonilo a ambos lados de la molécula se comportan como electréfilos
frente a un ataque nucleofilico de los grupos amino de las proteinas. Cuando dos de estos
grupos se encuentran lo suficientemente cerca en el espacio (la longitud de la cadena
carbonada en el EGS es de 1,6 nm), cada uno de ellos puede reaccionar con uno de los
extremos del reactivo, quedando de esta manera conectados. La funcién del reactivo es
entonces establecer uniones covalentes entre regiones de la molécula que se encuentran
relativamente cercanas en el espacio; de esta manera pueden capturarse covalentemente

subunidades que interactian entre si por fuerzas intermoleculares.
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Para analizar la participacion de la regién N-terminal de Bcyl en su dimerizacidn, la
proteina WT y una mutante de delecion a la que le faltan los primeros 85 aminoacidos del
extremo N-terminal (Bcyl A(1-85)) fueron tratadas con EGS, y los productos de la reaccion se
analizaron por SDS-PAGE y tincién con Coomassie Blue coloidal (este método de tincion es
compatible con la espectrometria de masa, que se discute mas adelante). Los resultados se

presentan en la Figura 2.4.

Proteina Bey1 A1-85
EGS (mM) - 1,5 3,0
< Oligbmeros
200 kDa -
LG KO < < Dimero
97 kDa = (94 kDa)
66 kDa -
< Mondmero

5D (47 kDa)
- -

Figura 2.4: Experimentos de entrecruzamiento quimico de Bcy1.

Muestras purificadas de Bcyl WT y Bcyl A(1-85) fueron tratadas con EGS en las concentraciones
indicadas en la parte superior de la figura. Los productos de la reaccién fueron separados por SDS-
PAGE 10% y visualizados por tincién con Coomassie Blue coloidal. Se indican con un recuadro las
bandas correspondientes a monémero, dimero, y oligdmeros de mayor masa molecular de Bcyl WT.
La banda de la calle 2 correspondiente al monémero y la banda de la calle 3 correspondiente al dimero
fueron escindidas del gel para su andlisis posterior por espectrometria de masa.

Como consecuencia del tratamiento con EGS, se observa la aparicién de bandas de alta
masa molecular (MM) para la variante WT, pero no para la mutante. En particular, como era
esperable, se aprecia una banda muy definida correspondiente a un dimero. Las bandas de
mayor MM podrian en principio deberse a agregados inespecificos; sin embargo, en las
concentraciones utilizadas para los ensayos (0,02 mg/mL) no es posible que la muestra se
encuentre agregada, dado que, de acuerdo a resultados no publicados de dispersion de rayos

X a bajo angulo (SAXS) de nuestro laboratorio, Bcyl puede manejarse en concentraciones de
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hasta 4 mg/mL sin agregacion apreciable (Tesis Doctoral de Lucas Fernandez Nufiez, dirigida
por la Dra. Silvia Moreno y codirigida por la Dra. Silvia Rossi, en preparacion). Por lo tanto, es

improbable que estas bandas se deban a agregados inespecificos.

En conclusion, estos resultados indican que los primeros 85 residuos del extremo N-
terminal de Bcy1 estan involucrados en el establecimiento no solamente de dimeros, como se
esperaba en base al analisis bioinformatico, sino también de oligdmeros con mayor cantidad
de subunidades, lo que sugiere que podrian existir asociaciones de mayor orden previamente
no reportadas. Por otro lado, los resultados demuestran que el dominio D/D se encuentra
restringido a esta region de la molécula, en concordancia con las predicciones

bioinformaticas.

En nuestro laboratorio se ha observado que la regién N-terminal de Bcyl es necesaria
para la interaccion con proteinas responsables de la localizacion en distintos compartimientos
celulares. La mutante Bcyl A(1-85), que carece del dominio D/D, es incapaz de unirse a
proteinas interactoras como IraZ y Hsp60 [10]. El hecho de que tampoco pueda establecer
oligbmeros sugiere que, al igual que en las proteinas de mamiferos, en Bcy1 los determinantes
de oligomerizacion y de interaccién se encuentran localizados en la misma regiéon de la

molécula.

La espectrometria de masa (MS) combinada con los experimentos de entrecruzamiento
quimico descriptos en los parrafos anteriores resulta a menudo de mucha utilidad para
obtener informacién estructural acerca de complejos macromoleculares [11]. En particular,
puede permitir identificar qué regiones de las moléculas participan en las interacciones que
mantienen unido el complejo. El abordaje mas comun consiste en el tratamiento de las bandas
cortadas del gel con tripsina y posterior andlisis de los fragmentos resultantes por MS. De esta
manera se obtiene el patrén de los fragmentos tripticos que las caracterizan. El andlisis
comparativo de los espectros de las bandas correspondientes a los complejos y a las unidades
que los conforman por separado permite identificar, a partir de las diferencias, péptidos que

podrian encontrarse involucrado en el establecimiento de interacciones.

A efectos de obtener mas informacion respecto del rol estructural que podrian
desempefiar las distintas regiones del extremo N-terminal de Bcyl en la oligomerizacion, las
bandas correspondientes a mondmero y dimero de Bcyl WT que se indican al pie de la Figura

24 fueron cortadas del gel para su analisis por MS. Las bandas correspondientes a
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asociaciones de mayor MM también se procesaron, pero por ser muy tenues los espectros
resultaron insatisfactorios por presentar muy baja relacion sefial/ruido. En la Figura 2.5 se

muestran los resultados obtenidos.
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Figura 2.5: Espectros de masa de monémero y dimero de Bcy1.

Se muestra el analisis de los fragmentos tripticos de las bandas cortadas del gel de la Figura 2.4. En
verde se muestra el espectro del mondmero, y en rojo el espectro del dimero capturado
covalentemente. Para cada pico se indica el valor de su m/z. El recuadro sefiala la posicién del pico de
2633,3 Da.

Los espectros de monémero y dimero resultaron casi idénticos, a excepcién de un pico de
m/Z = 2633,3 Da (indicado en la Figura 2.5 con un recuadro), que esta ausente en el espectro
correspondiente al dimero capturado por el tratamiento con EGS, pese a ser bastante
abundante en la banda correspondiente al mondmero. Este péptido se sometié a
espectrometria de masa en tandem (MS-MS) a efectos de verificar su identidad; se corrobor6
que corresponde a la secuencia 58-80 de Bcy1 (57-K.NIVLFPEPEESFSRPQSAQSQSR.-80), que
se encuentra a continuacion del dominio D/D predicho. Dado que el aminoacido que esta
ubicado inmediatamente antes de este fragmento triptico es una lisina, una explicacion

posible para su desaparicion en la banda correspondiente al dimero es que ese residuo haya
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reaccionado con el EGS durante la reaccidon de entrecruzamiento, contribuyendo a establecer
el dimero unido covalentemente que se logrd capturar en estos experimentos. Esto impediria
que la tripsina (que hidroliza péptidos hacia el C-terminal de residuos de lisina o arginina)
corte en esa posicion durante el procesamiento de las bandas, y como consecuencia no se

generaria el fragmento triptico correspondiente.

Estos resultados sugieren fuertemente que los péptidos que comprenden los aminoacidos
58-80 de cada mondémero del dimero se encuentran muy cercanos en el espacio. Este péptido
se encuentra ubicado en el /inker I, que como ya se discuti6 en la Introduccién, es una regiéon
poco conservada, intrinsecamente desordenada en mamiferos [12], y que el analisis
bioinformatico presentado efectivamente predijo como una regiéon de Bcy1l desestructurada.
Es interesante remarcar también que este péptido incluye el cl/uster Il de residuos de serina
fosforilables que se mencion6 en la Introduccion. El hecho de que se encuentren cercanos en

el espacio permite hipotetizar que esta region podria tener algin tipo de rol regulatorio.

Es importante resaltar que no es posible determinar si ocurrié entrecruzamiento en la
regién 1-50 (el probable dominio D/D de Bcy1) mediante este abordaje, dado que si bien hay
residuos de lisina en esta zona, no se observaron péptidos correspondientes a esta regiéon en
los espectros de masa. Esto podria deberse a que los péptidos que se generan son de muy
pocos aminoacidos como consecuencia de la distribucién de los residuos de lisina y arginina
en esta zona de la molécula, y por lo tanto aparecen en la regiéon de bajo m/z de los espectros,
que es una zona dificil de analizar porque alli se observan numerosos picos correspondientes

a la matriz utilizada para la ionizacién de los péptidos por MALDI.

Produccion del dominio D/D de Bcey1

Si bien las observaciones de la secciéon anterior podrian sugerir que en la regiéon 58-80
existen elementos adicionales al dominio D/D que contribuyen a la dimerizacién, se decidié
seleccionar el fragmento 1-50 de Bcy1, correspondiente dominio D/D predicho, para proceder
a su clonado y sobreexpresion. Esta decision se basa en que uno de los principales objetivos
de este trabajo fue determinar la estructura cristalina del dominio D/D de Bcyl y en que,
como ya se discutid en la Introduccion, se ha observado que en las proteinas de mamiferos la
desestructuracion del /inker [ atenta contra la cristalizacion. De esta manera, se eligio el

minimo fragmento posible con capacidad de dimerizar para maximizar las posibilidades de
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cristalizacion. Otra observacion que apoya la eleccidn del fragmento 1-50 es que el residuo 52
de Bcey1 es una prolina, lo que sugiere que cualquier elemento de estructura secundaria previo

(es decir, la hélice 2) deberia interrumpirse en esa posicidn.

Se procedio6 por lo tanto al clonado de este fragmento; para ello se utilizé el vector de
expresion en bacterias pET32a, que permite producir una proteina recombinante de interés
bajo un promotor inducible por IPTG. Se gener6 una construcciéon que codifica para una
proteina de fusidn que se representa esquematicamente en la Figura 2.6. Una vez obtenida la
construccion y verificada su identidad por secuenciacion, se procedio a la optimizacion de su

sobreexpresion y purificacion.

Sitio EK
His Tag

C Trx Tag l @ Bey1 1-50

Figura 2.6: Representacion esquematica de la proteina de fusion generada en este trabajo.

De N a C terminal consta de los siguientes segmentos: fag de tiorredoxina (Trx; 109 aminoacidos) que
permite mejorar la solubilidad de las proteinas recombinantes expresadas en bacterias, minimizando
su localizacion en cuerpos de inclusidn; tag de polihistidina (His; 6 aminoacidos) para su purificacién
por afinidad; fag S (15 aminoacidos), que consta de un péptido derivado de la ribonucleasa, que
permite el reconocimiento por anticuerpos especificos; sitio de corte para enteroquinasa (Sitio EK; 5
aminoacidos), que permite remover los tags anteriores; y Bcy1 (1-50) (50 aminoacidos). La MM de la
proteina de fusion completa es 22,9 kDa, mientras que la del fragmento resultante del corte con
enteroquinasa, que deja un residuo adicional de alanina adicional en el extremo N-.terminal de Bcyl
(1-50), es de 5,9 kDa.

Se desarroll6 un protocolo de purificacién que consta de los siguientes pasos: obtenciéon
de un extracto libre de células; purificaciéon de la proteina de fusién mediante un paso de
incubacién con una resina de afinidad de Ni?*; remocién del tag de la proteina de fusion
inmovilizada en la resina por corte con enteroquinasa; purificacion del sobrenadante de la
incubacion anterior por cromatografia de exclusion molecular (SEC); purificacion del eluido

del paso anterior mediante un paso de intercambio iénico.
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La identidad del fragmento generado de acuerdo a este protocolo fue verificada por MS
(ver Materiales y métodos). En la Figura 2.7 se muestra el resultado de una purificacion

caracteristica, seguida por SDS-PAGE de alicuotas de cada uno de los pasos.

Se observa que la proteina de fusién se expresa en gran cantidad como resultado de la
induccién del cultivo con IPTG (calles 1y 2). Por otro lado, resulta evidente la utilidad de cada
uno de los pasos de la purificacion (calles 7, 8 y 9). Se logré obtener Bcy1 (1-50) con un alto

grado de pureza; su identidad fue verificada por MS de (ver Materiales y métodos).

55kDa_ .
40 kDa -
35 kDa - ' !
25 K0a- .. | TE < Proteina
- de fusion
15kDa - ‘ ' a— (22,9 kDa)
- .
10 kDa -
- P-’<ch11-50
(5,9 kDa)
Calle 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 2.7: Purificacion de Bey1 (1-50).

SDS-PAGE 15% en buffer Tricina de alicuotas de las distintas fracciones de una purificacion
representativa de Bcyl (1-50). El panel de la izquierda muestra una tinciéon con Coomassie Blue
mientras que el de la derecha fue tenido con plata para resaltar la utilidad de los dos ultimos pasos de
la purificacion. Las calles son: 1) Extracto libre de células obtenido a partir de un cultivo no inducido
de una cepa de E. coli transformada con la construccion pET32a-Bcy1(1-50). 2) Extracto libre de
células de un cultivo de la misma cepa luego de induccion por 4 horas con IPTG. 3) Proteinas retenidas
en la resina de Ni2+ luego de la incubacién con (2) y lavados. 4) Sobrenadante de la digestion con
enteroquinasa de (3). 5) Pico correspondiente a Bcy1 (1-50) obtenido por SEC utilizando una columna
Superdex-75. 6) Sobrenadante de la incubacién en batch de (5) con DEAE-celulosa. 7, 8 y 9 son las
mismas calles que 4, 5 y 6, pero visualizadas por tincién con plata.

Finalmente, para evaluar la capacidad del fragmento producido de dimerizar y verificar
asi que corresponde efectivamente al dominio D/D de Bcyl, se realizaron experimentos de

entrecruzamiento quimico con EGS. En la Figura 2.8 se muestran los resultados obtenidos.
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Como consecuencia del tratamiento con EGS, se observa la aparicion de bandas de mayor
MM que el mondémero. En particular, resulta evidente la presencia de una banda
correspondiente a un dimero en varias de las calles. Inesperadamente, se observan también
bandas correspondientes a formas de mayor grado de asociacién, cuya MM coincide con un
trimero y un tetramero. No se observaron formas de mayor grado de oligomerizacién que

tetramero.

EGS (mM)
40 kDa~-
35kDa - Tetramero
25 kDa - - « (23,6 kDa)
. < Trimero
2 : B (17,7 kD
15 kDa - r y - ( %
— S . ¢ Dimero
— — "~ (11,8 kDa)

10 kDa~- h
w < Monémero
(5,9 kDa)

Figura 2.8: Experimentos de entrecruzamiento quimico de Bcy1 (1-50).

Muestras purificadas de Bcy1 (1-50) fueron tratadas con EGS en las concentraciones indicadas en la
parte superior de la figura. Los productos de la reacciéon fueron separados por SDS-PAGE 15%
utilizando el sistema de buffers Tricina, y visualizados por tincién con Coomassie Blue. Se indican con
flechas las bandas correspondientes a mondémero, dimero, trimero y tetramero.

Las bandas correspondientes a formas intermedias que se evidencian en los experimentos
de entrecruzamiento quimico no son evidencia de que esas especies existan efectivamente en
solucion, dado que en estos experimentos es comun observar formas intermedias debido a
que el entrecruzamiento es ineficiente (por eso es que se trabaja con concentraciones
crecientes del reactivo). Por lo tanto, estos resultados permiten afirmar que el fragmento
producido tiene la capacidad de formar oligdmeros de hasta 4 subunidades, pero no es posible
obtener en base a estos experimentos informacion acerca de la poblacién de estados
oligoméricos que existen en solucion; concretamente, no proporcionan evidencia acerca de la

existencia del trimero, dimero o mondémero.
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De todas maneras, los resultados confirman que el fragmento Bcyl (1-50) tiene la
capacidad de establecer oligdmeros en solucion por si mismo, y a pesar de haber encontrado
estados de oligomerizacion inesperados, se defini6 a esta region como el dominio D/D de
Bcy1l. Estas observaciones podrian coincidir con los resultados de entrecruzamiento quimico
de Bcyl WT completa, en los cuales se observaron bandas de alta MM indicativas de
asociaciones superiores a dimero (ver Figura 2.4). Esta posibilidad resulta muy novedosa,
dado que todas las subunidades R que contienen dominio D/D se consideran siempre
diméricas. Cabe senalar, por otro lado, que en algunos trabajos en los que se reporta la
optimizacién de las condiciones para la resolucion de las estructuras de los dominios D/D de
mamiferos por RMN, se han observado evidencias de asociaciones mayores que dimero. Para
Rla [13] se observo por SEC que, a pHs cercanos a la neutralidad, existe una especie con una
MM aparente de 18 kDa, cuando la MM esperada para el dimero es de 10 kDa. Asimismo,
experimentos de dispersion dinamica de la luz (DLS) revelaron que esa muestra es
polidispersa, indicando una heterogeneidad de poblaciones moleculares en esas condiciones.
A pH = 4, por otro lado, la muestra se comport6 como era esperado para un dimero. Para Rlla
[14] se realizaron observaciones similares. En ambos casos, las especies de alta MM fueron
atribuidas a agregados inespecificos no representativos de la estructura nativa, por lo que no
se ha vuelto a indagar en ese aspecto, y los dominios D/D de todos los organismos se asumen

de naturaleza dimérica.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este capitulo se logré identificar la region de Bcyl responsable de la oligomerizacion
de la molécula, y producir en cantidad y calidad suficientes para su posterior caracterizacion

estructural ese fragmento recombinante.

Por otro lado, se identificaron nuevos estados de oligomerizacién previamente no
reportados tanto del dominio D/D de Bcyl como de la proteina entera. En el siguiente
capitulo se ahondara en este punto, a efectos de averiguar cuales de las formas reportadas son
representativas de verdaderas especies que existen en solucién, y cudles son las

caracteristicas estructurales que determinan su estado oligomérico.

Un aspecto interesante que no sera abordado en este trabajo, pero que resulta como
punto de partida para trabajos futuros, es el rol que puede desempefiar en la oligomerizcion el
segmento que se encuentra hacia el C-terminal del D/D de Bcyl, en el /inker I, que resulta de
interés porque contiene residuos de serina fosforilables, y que por lo tanto podria ser
funcionalmente relevante. Este punto estd siendo abordado actualmente como parte de la
Tesis Doctoral de Enzo Tofolén, dirigida por la Dra. Silvia Moreno y codirigida por la Dra.

Silvia Rossi.
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MATERIALES Y METODOS

Analisis de secuencias

Las secuencias de las proteinas Rla (P10644), RIB (P31321), Rlla (P13861), RIIP
(P31323) de Homo sapiens, Rla de Bos taurus (P00514), Rlla de Rattus norvegicus (P12368),
y Bcyl de Saccharomyces cerevisiae (P07278), fueron colectadas de la base de datos
UniProtKB (www.uniprot.org). El alineamiento multiple de secuencias fue generado
utilizando el comando “align2d” implementado en el paquete de modelado por homologia
MODELLER [15]. A diferencia de la mayoria de los algoritmos utilizados para generar
alineamientos que s6lo consideran la identidad o similitud de aminoacidos, este método tiene
en cuenta informaciéon estructural de las proteinas cuya estructura de alta resolucién es
conocida. En particular, considera el contexto en el que se localizan las inserciones y las
deleciones, tendiendo a colocar estas ultimas en regiones expuestas al solvente (dado que
tipicamente los nucleos de las estructuras se encuentran mas conservados estructuralmente
que las superficies), fuera de los elementos de estructura secundaria, y entre posiciones que

se encuentran cercanas en el espacio.

1 18 28 3e 48 58
Beyl MVSSLPKESQAELQLFONEINAANPSDFLQFSANYFNKRLEQQRAFLKAR
Jpred boDDDDDHHHHHHHHHHHHHHHODDDDDHHHHHHHHHHHHHHHDDDHHHHH
PSIPRED coobbDHHHHHHHHHHHHHHHHHDDDDHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHDD
SCRATCH CEEECCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC

PredictProtein ODDDDDDHHHHHHHHHHHHHHHDDDHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHDDD

Consenso coobbDDHHHHHHHHHHHHHHHHDDOHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHDD

Figura 2.S.1: Prediccion de estructura secundaria de la region N-terminal de Bcy1.

Se indican con codigos de letras los resultados proporcionados por los diferentes métodos. D:
desordenado, H: a-hélice, E: hoja §3, C: giro. Las cajas del esquema de la parte inferior representan las
dos a-hélices predichas. Si bien no se muestra en la figura, a partir del aminoacido 51 se predice un
largo segmento desestructurado correspondiente a la region del /linker.
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Las predicciones de estructura secundaria de Bcyl fueron generadas como consenso de
cuatro métodos independientes que utilizan distintos algoritmos, todos ellos ampliamente
difundidos y muy citados en la bibliografia: PSIPRED [16]
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/), SCRATCH [17] (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/),
Jpred [18] (www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/) y  PredictProtein [19]
(http://ppopen.rostlab.org/). La prediccién consenso que se reporta en la Figura 2.1 se
generd considerando para cada aminoacido de Bcyl el elemento de estructura secundaria

mas frecuente de entre los cuatro métodos (Figura 2.5.1).

Los modelos de “Helical Wheel’ fueron construidos utilizando el servidor HeliQuest [9]
(heliquest.ipmc.cnrs.fr). Ademas de modelar las hélices, el servidor calcula su vector

momento hidrofébico medio, cuyo moédulo se obtiene segtn la ecuacion [20]:

2

(b = ¢ s

N 2
1
Z Hn cos 5] )2
n=1

N
Z Hnsin 8
n=1

donde pH es el momento hidrofébico medio, N es la cantidad de aminoacidos de la hélice, Hy,
es la hidrofobicidad del enésimo aminodacido en la secuencia de acuerdo a su coeficiente de
particion octanol/agua, y 6 es el angulo formado por cadenas laterales consecutivas en la

secuencia a lo largo del esqueleto de la a-hélice (6=10092).

Plasmidos y cepas

Tabla 2.S.1: Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Organismo Descripcion Fuente
YEp51-BCY1 S. cerevisiae Contiene el gen de Bcyl WT bajo el promotor GAL10. [21]
YEp51-A85BCY1 S. cerevisiae Contiene el gen de Bcy1 con los primeros 85 [10]
aminoacidos delecionados bajo el promotor GAL10.
pET32a E. coli - Comercial
pET32a-Bcy1(1-50)  E: coli Contiene un fragmento que codifica para los primeros Este
50 aminoacidos del extremo N-terminal de Bcy1 entre trabajo

los sitios Ncol y Sacl.
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Tabla 2.5.2: Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Organismo Genotipo Descripcion Fuente
KT 1115 S. Mata leu2 ura3 his3 pep4A WT. Comercial
cerevisiae
1115-BCY1 S. KT 1115 + YEp51-BCY1 Sobreexpresa Bcyl WT [21]
cerevisiae bajo el promotor GAL10.
1115-A85BCY1 S. KT 1115 + YEp51-A85BCY1 Sobreexpresa Bcy1 A(1- [10]
cerevisiae 85) bajo el promotor
GAL10.
DH5a E. coli F- $80/acZAM15 A(JacZYA- Desarrollada para la Comercial
argF) U169 recAl endAl realizacion clonados.
hsdR17 (r, myt) gal phoA
supE44 X thil gyrA96 relAl
BL21-CodonPlus E. coli F- ompT hsdS(rB- mB-) dcm* Desarrollada parala Comercial
(DE3)-RIPL Tetrgal A(DE3) endA Hte [argU  produccién de proteinas
proL. Cam'] [argU ileY recombinantes con alta
leuWStrep/Spect] eficiencia.
DH5a-pET32a- E. coli DH5a + pET32a-Bcy1(1-50) Portadora de la Este
Bcy1(1-50) construcciéon pET32a- trabajo
Bcy1(1-50).
BL21-CodonPlus E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL +  Sobreexpresa Bcyl (1-50) Este
(DE3)-RIPL- pET32a-Bcy1(1-50) como proteina de fusién trabajo
pET32a-Bcy1(1- utilizando.
50)
AV Y
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Figura 2.S.2: Mapa del plasmido pET32a.
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Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Los medios de cultivo de §. cerevisiae fueron preparados segun se ha descripto [22]. Los
cultivos de E. coli fueron crecidos en medio Luria-Bertani (LB). La composicion de los mismos
se muestra en la Tabla 2.5.3. Los medios sélidos utilizados para crecer las cepas tanto de
bacterias como de levaduras a partir de sus stocks almacenados a -802 C fueron preparados

con la misma composicién, con un agregado de 2% de agar.

Para sobreexpresar en levaduras de las proteinas Bcyl WT y Bcyl A(1-85) se utilizaron
las cepas de S. cerevisiae 1115-BCY1 y 1115-A85BCY1, que contienen los plasmidos YEp51-
BCY1 y YEp51-A85BCY1 respectivamente. Tipicamente, para generar masa celular se
crecieron 100 mL de precultivo en medio SD sin leucina para mantener la presion de seleccién
sobre los plasmidos. Luego de 16 horas de cultivo, las células fueron cosechadas, lavadas una
vez con agua para remover el exceso de glucosa (que reprime el promotor), y usadas para
inocular 1L de medio YPGal. Este cultivo se crecié 16 horas para lograr la sobreexpresion de la
proteina de interés y las células fueron cosechadas, lavadas una vez con agua para remover el
remanente de medio de cultivo, congeladas y almacenadas hasta el momento de ser usadas

para la purificacién de proteinas.

Tabla 2.S.3: Medios de cultivo utilizados en este trabajo.

Medio Organismo Composicion Utilidad
Medio minimo S. cerevisiae  0,67% base nitrogenada sin Mantenimiento de los
sintético (SD) aminoacidos para levaduras, 2% plasmidos en los precultivos.

glucosa, aminoacidos necesarios para
completar los requerimientos
auxotroficos y mantener la presion de
seleccion sobre los plasmidos.

Medio rico S. cerevisiae 2% bactopeptona, 2% extracto de Induccién del promotor GAL10.
(YPGal) levadura, 2% galactosa.

Luria-Bertani E. coli 1% bactopeptona, 0,5% extracto de Mantenimiento de los

(LB) levadura, 0,5% cloruro de sodio. plasmidos en los precultivos

(suplementado con
antibioticos) o bien induccion
del sistema de expresion pET
(suplementado con IPTG).

Para sobreexpresar la proteina recombinante Bcyl (1-50) se utilizo la cepa de E. coli
BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL conteniendo el plasmido pET32a-Bcy1(1-50). Para producir

aproximadamente 1 mg de Bcyl (1-50) pura, se crecieron ON 50 mL de un precultivo en

Pagina | 82



Capitulo 2 Caracterizacion preliminar del dominio D/D de Bey1

medio LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y 34 pg/mL de cloranfenicol para el
mantenimiento de los plasmidos. Las células fueron cosechadas y usadas para inocular 1 L de
medio LB fresco, suplementado con los mismos antibidticos. Este nuevo cultivo fue crecido
por 2 horas, y cuando se alcanzé una densidad éptica de 0,6/0,8 (fase exponencial), se indujo
la sobreexpresidn de la proteina recombinante por adiciéon de IPTG 0,1 mM (Sigma). Luego de
4 horas de sobreexpresion, las células fueron cosechadas, lavadas una vez con agua para
remover el remanente de medio de cultivo, congeladas y almacenadas hasta el momento de

ser usadas para la purificacién de proteinas.

Clonado de Bcy1 (1-50)

El plasmido pET32a-Bcy1(1-50) se construyd por insercion de un fragmento de DNA que
codifica para los aminoacidos 1-50 de Bcy1 entre los sitios Ncol y Sacl del vector comercial

pET32a (Novagen). En la Figura 2.5.3 se muestra la region de clonado.

T7 promoter

> lac operator Xba | rbs
TAATACGACTCACTATAGGGGAATTETGAGCGGATAACAATTCCCCTOTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Trx-Tag Msc | His*Tag
TATACATATGAGC 315bp CTGGCCGRTTETEGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGGTCTGGTGCCACGEGGTTLET
MetSer 105ag I_euﬁ«l;E\ySf'GIyS:—‘"L’Hylllﬂgl_l\_llz.ll_\5HI§£9I§1!5I3”|3E¢e*'3$‘-[1'I}.I_au"u"_;lI"—;_-,&--:JL','l-E:e~
-Tag primer - 7
S+Tag Nsp V Bglll _Kpnl thrombin
GETATGAAAGAAACCLGCTRCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGEGTACCGACGACGACGALCAAG
GlyMetlysG|uThrA oA | ol |alysPheG |ubrgB|nH | sMetAspB8erProldspleul | yThrAsg pAsplys
' - i enterokinase
pET-32a(+) Eag| Ava | )
_Neol EcoRV BamHI EcoR| Sacl  Sall Hindlll _Notl  Xhol His*Tag
GCCATGGUTGATATCGGATCCEAATTCGAGCTCCETCEACAAGCTTGLERECGLACTCGAGCACCAC CACCACCACCACTGAGATCCGGETGCTAA
AlaMetAlalspl leBlySerG | uPhet lubeuArgArgGinAlalyst yArgThrArgh laProProProProPreleudrgSeri | ylystnd

Figura 2.S.3: Sitio de muiltiple clonado del plasmido pET32a.

Los oligonucleétidos:
forward (5 -GACGACAAGGCCATGGTATCTTCTTTGCCCAAG-3")
reverse (5"-CAAGCTTGTCGACG-GTTACCTGGCCTTGAGGAACG-3")

fueron utilizados para amplificar por PCR la region deseada de BCY1, usando como templado
el plasmido YEp51-BCY1l. El oligonucledtido reverse introduce un coddén stop artificial
inmediatamente después del aminoacido 50, generando de esta manera una proteina de

fusion que contiene, de N a C terminal, un zagde tiorredoxina, un tag de polihistidina, un tags§,
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y un sitio de corte para enteroquinasa que permite remover el tag El clonado del fragmento
amplificado se realizé por incubacion del vector previamente linealizado por digestién en
simultaneo con las enzimas de restriccion Ncol y Sacl (Promega) con el fragmento utilizando
el sistema de clonado InFusion (Clontech). La secuencia de la construccion fue verificada por
secuenciacion; la secuencia de la proteina de fusion generada se muestra en la Figura 2.S.4. El
clonado se realiz6 en E. co/i DH5a utilizando el método de obtencién de células competentes y
transformacién de Inoue [23]. Posteriormente, el vector recombinante fue transformado en
células BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL para posterior sobreexpresién de la proteina de fusion

utilizando el método clasico de Hanahan [24].

MSDKITHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQ
NPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGL
VPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMVSSLPKESQAELQLFQNEINAANPSDFLQ
FSANYFNKRLEQQRAFLKAR¥*

Figura 2.5.4: Secuencia de la proteina de fusion.

Codigo de colores: tagde tiorredoxina (109 aminoacidos); fagde polihistidina (6 aminoacidos); tag$S
(15 aminoacidos); sitio de corte para enteroquinasa (5 aminoacidos); Bcy1 (1-50) (50 aminoacidos).

Purificacion de proteinas

Bcyl WT v Beyl A(1-85)

Para producir estas proteinas se utilizé6 una versién modificada de un procedimiento
reportado previamente [10]. Las cepas de S.cerevisiae 1115-BCY1 y 1115-A85BCY1 crecidas
en YPGal, que sobreexpresan cada una de las proteinas de interés, fueron utilizadas como
punto de partida. Las células fueron resuspendidas en buffer de lisis (20 mM fosfato, 100 mM
NaCl, 10 mM DTT, 5 mM EDTA, pH = 7,4) suplementado con coctel de inhibidores de
proteasas (Roche), y se obtuvieron extractos libres de células por ruptura de esta suspension
con perlas de vidrio en tubos de microcentrifuga de 2 mL, utilizando un vortex. Los restos
celulares fueron eliminados por centrifugacion y los extractos clarificados fueron incubados

en batch con una resina de afinidad N6-cAMP-agarosa (BioLog) previamente equilibrada con
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buffer de lisis, ON a 42 C (para minimizar la proteélisis) con agitacion leve. Esta resina retiene
especificamente las proteinas con capacidad de unir cAMP. Luego de la incubacidn, la resina
fue lavada exhaustivamente con buffer de lisis, y las variantes de Bcyl fueron eluidas por
incubacion con buffer de eluciéon (20 mM MES, 40 mM cAMP, pH = 6); el cAMP compite con
los ligandos presentes en la resina por los sitios de unién a cAMP de Bcy1, despegandola. La
pureza de las proteinas fue verificada por SDS-PAGE 10% tefiido con Coomassie Blue; en la

Figura 2.S.5 se muestran los resultados de una purificacion representativa.

Beyl WT Bcy1 A1-85

Figura 2.S.5: Purificacion de Bcyl WT y Bcy1 A(1-85).

SDS-PAGE 10% visualizado por tincion con Coomassie Blue de alicuotas de una purificacion
representativa de Bcyl WT y Becy1 A(1-85).

Las alicuotas de mejor calidad se juntaron y su concentracién se estimé por comparacion
de las bandas del gel con la banda de un patrén de BSA de cantidad conocida. Cabe destacar
que no es posible cuantificar por absorbancia a 280 nm con exactitud debido a que la proteina
obtenida mediante este protocolo de purificacién contiene cAMP unido y en la solucién que la
contiene, que absorbe a esa longitud de onda. Finalmente, se agregd glicerol hasta una
concentracion de 20% final a las muestras, que fueron alicuotadas, congeladas y almacenadas

hasta su uso.
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Bceyl (1-50)

Como punto de partida se utiliz6 la cepa de E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL-pET32a-
Bcy1(1-50), que sobreexpresa la proteina de interés. Las células fueron resuspendidas en
buffer de lisis (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 50 mM imidazol, pH = 7) suplementado con
coctel de inhibidores de proteasas (Roche); el imidazol cumple la funcién de minimizar el
pegado inespecifico de proteinas indeseadas a la resina de Ni?* (ver mas adelante). Se
obtuvieron extractos libres de células por ruptura de esta suspension con perlas de vidrio en
tubos de microcentrifuga de 2 mL, utilizando un vértex, o bien por sonicacién. Los restos

celulares fueron eliminados por centrifugacion para obtener los extractos clarificados.

El primer paso de la purificacion consisti6 en una incubacidon en batch del extracto
clarificado con una resina de afinidad de Ni?+ HisLink (Promega) previamente equilibrada con
buffer de lisis, durante 1 hora a 202 C con agitacion leve. Esta resina retiene especificamente
las proteinas con capacidad de complejar Ni+, en particular, la proteina de fusién de interés, a
través de su tag de polihistidina. Luego de la incubacién, la resina fue lavada exhaustivamente
con buffer de lisis, y se le realizé un ultimo lavado con buffer de enteroquinasa (20 mM Tris-

HCI, 50 mM NacCl, 2 mM CaCly, pH = 7,4) para equilibrarla para el préximo paso.

El segundo paso de la purificaciéon consistié en la remocién del tag, lo cual se logré por
tratamiento de la proteina de fusién inmovilizada con enteroquinasa (Novagen). Tipicamente,
aproximadamente 5 mg de proteina de fusién contenidos en 250 pL de resina decantada con
agregado de 1 volumen de buffer de enteroquinasa, se incubaron con 5 U de la enzima
durante 16 horas a 242 C con agitacidn suave. De esta manera se logré la liberaciéon de Bcyl
(1-50) parcialmente purificada de la resina, con un residuo de alanina adicional en su extremo
N-terminal como consecuencia de la construccién utilizada. Por otro lado, el £ag permanece en
su mayor parte unido a la resina; sin embargo, algunos fragmentos de protedlisis se liberan al

sobrenadante, y por lo tanto fueron requeridos pasos adicionales de purificacion.

El tercer paso consistié en una SEC del sobrenadante del paso anterior, utilizando una
columna Superdex-75 GL 10/300 (GE Healthcare), de 25 mL de capacidad, acoplada a un
HPLC Knauer Smartline Pump 1050 con un detector UV-Vis 2520. La columna fue equilibrada
con buffer PBS (20 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH = 7,4) y alicuotas de 500 pL de proteina
parcialmente purificada fueron inyectadas en el equipo utilizando un /oop apropiado. La
cromatografia fue desarrollada a 202 C con un flujo de 1,0 mL/min en condiciones isocraticas

de solvente, y la absorbancia se monitore6 a 280 nm. Las fracciones correspondientes a Bcy1
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(1-50) fueron colectadas, juntadas y concentradas usando concentradores Vivaspin 500 (GE

Healthcare).

Una pequena cantidad de proteina correspondiente a restos del tag eluye en el mismo
pico que Bcy1 (1-50). Por lo tanto, un cuarto y ultimo paso de purificacion fue requerido para
eliminar estos restos. Aprovechando las diferencias de punto isoeléctrico entre Bcy1l (1-50) y
estos fragmentos contaminantes (la identidad de éstos fue estudiada por MS), se realizé una
incubaciéon en batch con una resina de intercambio aniénico DEAE-celulosa (Sigma)
previamente equilibrada con HEPES 50 mM, pH = 7. Luego de 30 minutos de incubaciéon a 202
C con agitacion suave, el sobrenadante conteniendo Bcyl (1-50) purificada fue recuperado;
los contaminantes quedan retenidos en la resina. La pureza de la proteina fue evaluada por
SDS-PAGE 15% en buffer Tricina con tincién por plata (ver Figura 2.7). Las alicuotas fueron
juntadas y cuantificadas por absorbancia a 280 nm en un espectrofotémetro NanoDrop
utilizando el coeficiente de absorcién molar calculado de 1490 M-lcm’, y finalmente
alicuotadas y congeladas hasta su uso. La identidad de Bcy1 (1-50) fue verificada por MS-MS,

como se muestra en la Figura 2.S.6.
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Figura 2.S.6: Espectro de masa de Bcy1 (1-50) purificado.

Se indica el valor de m/z del pico correspondiente al ion molecular [M+H]+. La MM teérica esperada
para el fragmento es de 5890,64 Da.

Electroforesis

Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se
desarrollaron segtin el método clasico de Laemmli [25] para el caso de las proteinas Bcyl WT
y Bcyl A(1-85), y utilizando el sistema de buffers a base de Tricina [26] para Bcy1 (1-50),

dado que este permite obtener mejor resolucion para proteinas de muy baja MM. Previo a la
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siembra, las muestras se diluyeron 1:4 en buffer de siembra 4X (Tris-HCI 0,2 M, 8% SDS, 40%
glicerol, 0,4 M (-mercaptoetanol, azul de bromofenol, pH = 6,8) y se hirvieron durante 2

minutos para desnaturalizar las proteinas.

Para las tinciones con Coomassie Blue, los geles se incubaron durante 30 minutos con
solucioén de fijacion/tincion (0,25% Coomassie brilliant blue R-250, 45% metanol, 10% acido
acético) y posteriormente se eliminaron los restos de colorante mediante sucesivos lavados

durante varias horas con solucion destefiidora (30% metanol, 7% acido acético).

Para las tinciones con Coomassie Blue coloidal para MS, se trabajé con soluciones
cuidadosamente preparadas para no contaminar las muestras con queratina humana, lo que
representa un inconveniente tipico en este tipo de andlisis. En primer lugar, los geles se
incubaron 3 veces durante 30 minutos con solucién de fijacion (30% etanol, 2% acido
fosforico). Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 20 minutos con soluciéon de acido
fosférico 2% para eliminar el exceso de etanol, seguido de una incubacién de 30 minutos con
solucidn para preparar el gel para la tincién (18% etanol, 2% acido fosférico, 15% sulfato de
amonio). Finalmente, se agreg6 sobre la tltima solucién 1mL de Coomassie brilliant blue G-
250 2% y se incub6 durante 24 horas. Los restos de colorante se eliminaron mediante

sucesivos lavados con agua.

Para las tinciones con plata, se incubaron los geles con solucién de fijacién (40% etanol,
10% 4acido acético) durante 1 hora. Posteriormente, se realizé una incubacién de 30 minutos
con solucién de sensibilizacién (30% etanol, 6,8% acetato de sodio, 0,2% tiosulfato de sodio).
Luego de tres lavados de 5 minutos con agua para remover el exceso de la ultima solucidn, se
realizé una incubacién de 20 minutos con solucién de tincion (0,25% nitrato de plata). Se
realizaron dos lavados de 1 minuto con agua para remover el exceso de plata, y se incub6
entre 3 y 5 minutos con solucion de revelado (2,5% carbonato de sodio, 0,04% formaldehido),
teniendo cuidado de no exceder el tiempo de incubaciéon para evitar exceso de tincion.
Finalmente, se incub6 durante 10 minutos con solucién de stopping (0,04 M EDTA) y se

realizaron varios lavados breves con agua.

Experimentos de entrecruzamiento quimico con EGS

Unos 20 pg de Bcyl WT, Bcyl A(1-85), o Beyl (1-50), fueron diluidas en buffer de
reaccion (HEPES 20 mM, 0,2 M KCl, 10 mM DTT, y 1mM EDTA, pH = 7,5). Una solucién
concentrada de EGS (Sigma) en DMSO (el DMSO cumple el rol de cosolvente, dado que el EGS
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es poco soluble en solucion acuosa), se agregé a la muestra hasta una concentracion final de
EGS de 0,5-5,0 mM, y una concentraciéon de DMSO no superior al 10%. La reaccién procedio
durante 30 minutos a 202 C en un volumen final de 1 mL, y fue detenida por agregado de Tris-
HCl pH = 9 hasta una concentracidn final de 50 mM (el Tris al ser una amina reacciona con el
EGS, inactivandolo). Los productos de reaccion fueron precipitados con acido tricloroacético,
los pellets lavados exhaustivamente con acetona fria para remover el exceso de acido,

secados, y analizados por SDS-PAGE.

Espectrometria de masa

El analisis por espectrometria de masa fue realizado por el servicio de protedmica

CEQUIBIEM (FCEN-UBA), dirigido por la Dra. Silvia Moreno.

Para el analisis de fragmentos tripticos de las variantes monémero y dimero entrecruzado
por EGS de Bcyl WT, las bandas fueron cortadas del gel y lavadas para eliminar el colorante.
Posteriormente, las proteinas contenidas en la banda se redujeron con DTT y se alquilaron
con iodoacetamida para bloquear los residuos de cisteina. Finalmente, las proteinas se
digirieron con tripsina in gel El liquido sobrenadante de la incubacién, que contiene los
fragmentos tripticos, fue analizado en un espectrometro de masa MALDI-TOF-TOF Ultraflex I1

(Bruker), utilizando como matriz acido a-ciano-4-hidroxicindmico.

La lista de picos correspondiente a los fragmentos tripticos de cada una de las muestras
fue utilizada como input para el programa MASCOT, que permite contrastar el patron de
fragmentos obtenidos con la base de datos de todos los fragmentos tripticos posibles para las
proteinas de cualquier organismo de interés, y de esta manera verificar la identidad de la
proteina (y de los fragmentos). El andlisis informatico de los fragmentos tripticos confirmé
que todas las muestras corresponden a Bcyl, como era esperable. El programa permite
ademads asignar a cada pico el fragmento que le dio origen en base a su valor de m/z. La
identidad del pico que result6 ser de interés para este trabajo (m/z = 2633 Da) se verificé por
MS/MS y secuenciacién de novo, confirmando que corresponde al fragmento 58-80 de Bcyl

(NIVLFPEPEESFSRPQSAQSQSR).

El analisis de la muestra liquida purificada de Bcy1 (1-50) para verificar su MM se llevé a
cabo sembrando directamente la muestra en el equipo utilizando como matriz acido

sinapinico, que es la matriz apropiada para observar péptidos de alta MM.
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CAPITULO 3
ESTRUCTURA EN SOLUCION DEL DOMINIO D/D DE BCY1

“ Medrano es quiza el unico que lo sabe: somos
triviales y lo pagamos con felicidad o con desgracia,
la felicidad de la marmota envuelta en grasa, la
sigilosa desgracia de Raul Costa que aprieta contra
su piyama negro un cisne de ceniza, y hasta cuando
nacemos para preguntar y otear las respuestas, algo
infinitamente desconcertante que hay en la levadura
del pan argentino (...)”

Julio Cortazar, “Los Premios”
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ANTECEDENTES

1) La region N-terminal de Bcyl contiene caracteristicas similares a los dominios D/D de
mamiferos en cuanto a secuencia y estructura, lo que permite inferir que se encuentra

involucrada en el establecimiento de dimeros en solucién (resultados del Capitulo 2).

2) Inesperadamente, cuando se evalu6 la capacidad para establecer oligdbmeros del
fragmento recombinante Bcyl (1-50) (que representa el dominio D/D putativo de Bcyl), se
detectaron especies de dos, tres, y cuatro subunidades, sugiriendo que podrian existir
notables diferencias entre las estructuras cuaternarias de las proteinas de mamiferos y
levaduras. Esta variedad de estados oligoméricos podria atribuirse a sutiles diferencias de
secuencia y estructura localizadas hacia el extremo C-terminal de los dominios D/D de

mamiferos y levaduras. (resultados del Capitulo 2).

OBJETIVOS Y ABORDAJES UTILIZADOS

En base a los antecedentes, se procedié a estudiar la estructura en solucién del fragmento
recombinante Bcyl (1-50) utilizando una combinacién de métodos biofisicos, a efectos de
elucidar de manera inequivoca su estructura cuaternaria en solucion, y obtener informacién
acerca de los determinantes que la sostienen. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos

para este capitulo:

1) Determinar la cantidad de subunidades que conforman la estructura del fragmento
Bcyl (1-50) en su estado nativo en solucién, y comparar con el estado oligomérico de Bcyl
WT en condiciones similares, para descartar artificios experimentales. Para ello se utilizaron

técnicas como cromatografia de exclusion molecular y dispersion estatica de la luz.

2) Obtener informacion acerca de la estructura secundaria de Bcyl (1-50) en solucion,

utilizando espectropolarimetria de dicroismo circular.

3) Obtener parametros hidrodindamicos que proporcionan informacion acerca del tamafio

y la forma global de la molécula en solucion, es decir, acerca de su estructura terciaria con
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baja resolucién. Para ello se utilizaron técnicas como cromatografia de exclusiéon molecular,

ultracentrifugacion analitica en gradiente de densidad, y dispersién de rayos X a bajo angulo.

4) Construir un modelo consistente con la informacién experimental recopilada en los
objetivos anteriores utilizando herramientas de modelado molecular, para completar la
caracterizacion estructural de baja resolucién, y obtener de esta manera algun indicio acerca
de cudles podrian ser las caracteristicas distintivas de Bcyl (1-50) que expliquen eventuales

diferencias con las proteinas de mamiferos en lo que respecta al estado oligomérico.
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INTRODUCCION METODOLOGICA

En esta seccidon se describe el marco tedrico y ciertos aspectos practicos de algunas

técnicas relevantes para el desarrollo de los resultados de este capitulo.

Dispersion estatica de la luz (SLS)

La dispersion estatica de la luz es actualmente la técnica mas confiable para determinar la
MM vy, consecuentemente, el estado oligomérico de macromoléculas en solucion [1].
Tipicamente, los detectores que se utilizan para registrar las sefiales experimentales que se
requieren para este analisis se encuentran acoplados a la salida de una columna de exclusion

molecular, por lo que cominmente se la denomina SEC-SLS.

La técnica se basa en que la intensidad de la luz dispersada a 902 del flujo de la muestra
(LS) es directamente proporcional a la MM y a la concentracion de la proteina en solucion, y

completamente independiente de su forma y de sus dimensiones moleculares:

2
LS = K;5.C.MM. (/)" (Ecuacién3.1)

donde Kis es una constante de calibraciéon del instrumento, C es la concentracion de la
muestra, y dn/dC representa la variacién del indice de refraccién de la muestra con la
concentracion. Ademas del detector de LS, se utiliza un detector de indice de refraccién (RI)

conectado en tdndem al primero, cuya sefial puede escribirse como:
RI = Kg,.C. (dn/dC) (Ecuacién 3.2)

donde Kg; es otra constante de calibracion del instrumento. Para proteinas que no contienen
carbohidratos, la variacion del indice de refraccion del soluto con la concentracion es una
constante, dn/dC = 0,186 mL/g. De esta manera, reemplazando este valor y combinando la
Ecuacion 3.1 con la Ecuacién 3.2, puede determinarse directamente la MM a partir del cociente

de la senal de los dos detectores:

MM =K'.(LS/5;)  (Ecuacién 3.3)
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donde K’ es un cociente de constantes. Este es el llamado “método de dos detectores”, que es
el mas comunmente utilizado [1]. Para determinar K’, se calibra el equipo utilizando una

proteina de MM conocida, registrando sus sefales de LS y RI.

Espectropolarimetria de dicroismo circular (CD)

Esta técnica permite evaluar el contenido de estructura secundaria de proteinas en
solucion, tanto cualitativamente (es decir, en lo que respecta a la identificacion de los tipos de
estructura secundaria que la conforman) como cuantitativamente (o sea, en cuanto a la
determinacion del porcentaje de aminoacidos de la molécula que se encuentran involucrados

en cada uno de esos elementos) [2].

La técnica se basa en la absorcion diferencial de la radiaciéon UV circularmente polarizada
a izquierda y a derecha por parte de los grupos cromoéforos presentes en las proteinas, como
consecuencia de su ubicaciéon en entornos moleculares asimétricos debido a la estructura
tridimensional de la molécula. El experimento mas basico de CD consiste en hacer incidir
sobre la muestra un haz de radiacion linealmente polarizada, que puede interpretarse como la
suma de dos componentes circularmente polarizadas, una a la izquierda y la otra a la derecha,
de igual frecuencia y que se encuentran en fase. Como consecuencia de la absorcion
diferencial de estos dos componentes por parte de la muestra, la luz transmitida resulta ser
elipticamente polarizada. La magnitud que representa este fenémeno es la elipticidad (0), que
es una medida de la diferencia entre los coeficientes de absorcion molar de los dos
componentes de la luz linealmente polarizada (e, €r). La elipticidad expresada en grados es la
inversa de la tangente de b/a, donde b y a son los ejes menor y mayor de la elipse resultante.
[2].

En proteinas, el principal croméforo que contribuye a la absorcién en el UV lejano (que es
la region del espectro electromagnético que contiene informacién acerca de la estructura
secundaria) es el enlace peptidico (que absorbe por debajo de 240 nm). En esta region existen
dos transiciones caracteristicas: una transicion n-m* centrada en 220 nm, y una mas intensa -
m * centrada en 190 nm. Cuando una cantidad de cromé6foros del mismo tipo se encuentran
proximos en el espacio y en entornos moleculares similares (es decir, formando parte del
mismo elemento de estructura secundaria), dan lugar a bandas de CD caracteristicas que son

indicativas del tipo de estructura secundaria del cual forman parte. De esta manera, los
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diferentes tipos de estructura secundaria son identificables de forma cualitativa por esta
técnica, por presentar espectros de CD muy caracteristicos. Por otro lado, es posible
determinar el porcentaje del total de la molécula que se encuentra formando parte de cada
uno de los distintos elementos mediante un andlisis de deconvolucién, utilizando como
referencia bases de datos de proteinas con contenidos de estructura secundaria bien

caracterizados. [2].

Determinacion de parametros hidrodinamicos

En este capitulo se presenta la determinacién experimental de cinco propiedades que
proporcionan informacién acerca de las dimensiones moleculares y de la forma global de una
macromolécula en solucidn: el radio de Stokes (Rs), el coeficiente de sedimentacién en agua a
202 C (S20,w), el coeficiente friccional (), el radio de giro (Rg) y la maxima distancia lineal de la
particula (Dmax). Los métodos que permiten la determinaciéon de las tres primeras se
presentan en esta seccion, mientras que los que corresponden a las dos tltimas se introducen
mas adelante, dado que la técnica involucrada requiere de un trasfondo tedrico mas profundo

para su comprension.

El Rs se define como el radio de una esfera que tiene las mismas propiedades
hidrodinamicas (en particular, el mismo coeficiente de difusion traslacional, D, y el mismo
coeficiente friccional, /) que la particula [3]. El Rs y el festan relacionados por la ecuacién de

Stokes-Einstein:
f =6.m.n.R; (Ecuacién3.4)

donde fes el coeficiente friccional de la particula, que es una medida de su resistencia al
movimiento traslacional, y n es la viscosidad del solvente. Para una determinada masa de
proteina, o para un volumen determinado, el faumenta en la medida en que la molécula se
hace mas elongada o asimétrica; se relaciona con el coeficiente de difusidn traslacional (D)

mediante:

D=k T/f (Ecuacién 3.5)
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donde k es la constante de Boltzmann y T es la temperatura absoluta. Tanto el Rs como el £
dependen del tamafio y de la forma de la molécula: las proteinas de mayor MM, mas grandes y
mas elongadas o asimétricas tienen Rs y fmayores, mientras que las proteinas de menor MM,

mas pequeias, compactas y esféricas tienen Rs y fmenores.

Una magnitud que a menudo resulta de utilidad es el radio de la minima esfera no
hidratada que contiene una determinada masa de proteina (Rmin) [3]. Este valor puede
calcularse a partir de la férmula para el volumen de una esfera, la MM de la proteina, y su
volumen parcial especifico (v). Considerando para este ultimo un valor de 0,73 cm3/g (que es
un valor promedio utilizado comtinmente para proteinas), el Rmin depende solamente de la

MM, y puede calcularse como:
1 .,
Rin = 0,066.(MM) /3 nm/Da1/3 (Ecuacién 3.6)

Se define analogamente el £, que es el minimo coeficiente friccional que puede tener
una proteina de determinada MM, y que corresponde a una molécula perfectamente esférica y
no hidratada, cuyo radio es entonces Rmin. De esta manera, Rmin ¥ fmin Se encuentran

relacionadas mediante la Ecuacion 3.4.

Por otro lado, el coeficiente de sedimentaciéon a 202 C en agua (Szo,w) es una medida de la
velocidad con que la particula migra por centrifugacién a través de un gradiente de densidad
[3]. Al igual que el Rs, depende principalmente de tres factores: MM, tamafio y forma. Las
proteinas de menor MM y mayor tamafio y/o asimetria sedimentan con menor velocidad y
por lo tanto tienen Szow menores, mientras que las proteinas de mayor MM y mas compactas
(menor tamafo y mayor globularidad) sedimentan con mayor velocidad, y en consecuencia
tienen Szow mayores. De esta manera, contrariamente a lo que ocurre con el R, el Szow guarda

relacion inversa con el £ como lo indica la férmula de Svedberg:

SZO,W = MM. (1 v p)/NAf (Ecuaci()n 37)
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donde p es la densidad del solvente (1,0 g/cm3 para el agua), y Na es el numero de Avogadro.
Ademas de los factores mencionados inherentes a la estructura de la proteina, el Szow

depende de su concentracion.

Por analogia con el Rmin, puede definirse el maximo Szow que puede tener una proteina de
determinada MM (Smax), que corresponde a una molécula perfectamente esférica y no
hidratada (o sea, a una particula de Rs = Rmin ¥ £ = fumin) [3]. Este valor puede calcularse
reemplazando la Ecuacién 3.4 para Rmin y fmin, ¥y la Ecuacién 3.6, en la Ecuacién 3.7, y

suponiendo los valores para v y p ya mencionados. De esta manera, se obtiene:
2 ]
Smax = 0,00361.(MM)*/3 S/ 5/ (Ecuacién 3.8)

donde 1 S = 1013 segundos (Svedberg) que es la unidad tipicamente empleada para los

coeficientes de sedimentacion.

Los valores de estas tres propiedades (Rs, Szow, ¥ /) no resultan particularmente
informativos en si mismos. En consecuencia, se define el cociente friccional, £/fzis, que resulta
de utilidad dado que su valor es indicativo de si la molécula es globular, ligeramente elongada,
o muy elongada [3]. Utilizando la Ecuacién 3.4 para Rs, £y Rmin, fmin, y 1a Ecuacién 3.7 para Szow,

£V Smax, fmin, puede demostrarse que:

f — RS — Smax/ =z
/ JA— / Roim = Saow (Ecuacién 3.9)

Resulta evidente que siempre serd £> fni,, dado que la forma de cualquier proteina jamas
resulta perfectamente esférica, sino mas bien ligeramente elipsoidal o alargada. Por otro lado
la superficie jamas es suave sino rugosa, lo que confiere resistencia adicional al movimiento
traslacional. Finalmente, las moléculas siempre se encuentran hidratadas por una capa de una
o dos moléculas de agua que se encuentran virtualmente inmovilizadas en la superficie; este

agua de hidratacion aumenta el radio efectivo y por lo tanto aumenta £ [3].

Se han tabulado valores para el cociente friccional de muchas proteinas de estructura

conocida. Como regla general, se ha observado que para proteinas razonablemente
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globulares, #/fmin ~ 1,2/1,3. Para proteinas moderadamente elongadas se encuentra en el
rango de 1,5/1,9, mientras que para proteinas muy elongadas (por ejemplo, la tropomiosina)
el valor puede encontrarse entre 2,0 y 3,0 [3]. De esta manera, la determinacién experimental
tanto del Rs como del Szow permite obtener informacién acerca de la forma de la molécula en
soluciéon. Mas aun, como se describira en la siguiente seccidn, la combinacion de los dos

parametros permite obtener una estimacion de la MM de la proteina en solucién.

La estimacién del Rs de una particula en solucién puede realizarse mediante dos técnicas:
dispersiéon dinamica de la luz (DLS) o SEC. Por otro lado, el Szow se estima tipicamente
mediante ultracentrifugaciéon analitica en un gradiente de densidad, construido con soluciones

de sacarosa o de glicerol de distintas concentraciones.

Determinacion de la MM en solucién utilizando el Rs y el Sxow

En el afio 1966, Siegel y Monty desarrollaron un método para determinar la MM de una
proteina en soluciéon que aun en la actualidad es muy utilizado por su simplicidad [4]. Este
método se basa en la idea de que, a diferencia de lo que ocurre con el Rs y el Szow
individualmente (que son dependientes del tamafio y de la forma de la molécula, ademas de
su MM), su combinacion posibilita independizarse de los dos primeros factores. Combinando
la Ecuacion 3.4 con la Ecuacion 3.7, y suponiendo los valores tipicos para la densidad del agua

y el volumen parcial especifico de la proteina, se obtiene:
MM = 4,205.5.R; P4/¢ .~ (Ecuacién 3.10)

Dispersion de Rayos X a bajo angulo (SAXS)

Esta técnica resulta de gran utilidad para la caracterizaciéon estructural con baja
resolucion de macromoléculas en soluciéon. En primer lugar, permite obtener parametros
relacionados con las dimensiones moleculares (el radio de giro -Re- y la maxima distancia
lineal de la particula -Dmax-); en segundo lugar, proporciona informacién acerca de la forma
global, ya que permite obtener un histograma de distribucidon de distancias intramoleculares
de la particula que es representativo de su forma, y, en ocasiones, modelos de su contorno
superficial. Adicionalmente, puede contribuir a la determinacion del estado oligomérico de
proteinas en solucidon. Finalmente, resulta muy util para comparar estructuras de alta

resolucion obtenidas por cristalografia de rayos X con las estructuras nativas, por lo que las
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dos funcionan como técnicas complementarias. En contraste con la cristalografia, como la
técnica se aplica sobre muestras en solucidn, no requiere de cristalizacion y la adquisicion y el

analisis de los datos es relativamente sencillo, directo, y rapido. [5, 6].

El fen6meno se basa en la dispersion de fotones correspondiente a la region de los Rayos
X del espectro electromagnético por parte de los electrones de la muestra: cuando un haz
monocromatico incide sobre ésta, los electrones de sus 4tomos se vuelven a su vez fuentes de
ondas secundarias, que son colectadas en un detector 2D de la misma manera que ocurre en
cristalografia de Rayos X (Figura 3.1). El disefio experimental de las dos técnicas es, a grandes
rasgos, similar; la diferencia radica en que, como consecuencia del estado de agregacién de la
muestra en las dos técnicas, la informaciéon que se obtiene es diferente. En cristalografia, las
moléculas se encuentran posicionadas regularmente en el cristal, capturadas en una misma (o
en pocas) conformaciones, y orientadas todas de la misma manera. De este modo, las ondas
secundarias emitidas interfieren constructivamente en el detector para dar un patrén de
puntos en 2D; este patron se relaciona, mediante una transformacién de Fourier, con el mapa
de densidad electrénica 3D que permite construir el modelo molecular. En SAXS, por el
contrario, las moléculas pueden moverse libremente dado que la muestra se encuentra en
solucion (existe, sin embargo, SAXS en estado sélido, pero no forma parte del analisis de
rutina de biomoléculas); por lo tanto, se encuentran orientadas al azar y en un determinado
instante cada una de ellas adopta una conformacién distinta. Como consecuencia, no hay
interferencia en el detector; el perfil de dispersion es isotrépico y la informaciéon de alta
resolucién se pierde, obteniéndose ademas valores promedio de las magnitudes de interés
entre todas las posibles conformaciones y orientaciones que adoptan las distintas moléculas
en el tiempo que dura el experimento. El andlogo de SAXS del mapa de densidad electronica es
la funcién de distribucion de distancias, P(r), que se relaciona con el perfil de dispersién por

transformacién de Fourier (ver mas adelante). [5, 6]
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Figura 3.1: Diseiio experimental de SAXS.

En el panel de la izquierda se muestra un disefio experimental tipico de SAXS, en el que se hace incidir
un haz monocromatico de Rayos X (Primary beam) sobre la muestra o sobre el solvente, y se registra
en un detector 2D el haz dispersado (Scattered beam) en funcién del vector de onda Q (“s” en la
figura). Los datos se reducen a 1D en la forma de un grafico de intensidad dispersada [I(Q)] en funcién
del vector de onda Q (panel de la derecha). En el panel de la derecha se muestra también cémo se
obtiene el perfil de dispersion de la macromolécula (azul) por sustraccion de la sefial del solvente
(rojo) a la sefial de la solucién (negro). En este caso, la muestra corresponde a una muestra de
albiimina sérica bovina (BSA). (La figura del panel de la izquierda fue tomada de [7] y la del panel de la
derecha de [5]).

En un experimento tipico de SAXS, se registran el perfil de dispersion de la solucién que
contiene la muestra y el del solvente que la contiene por separado. El patrén de dispersién de
la macromolécula se obtiene por sustraccion del segundo al primero (Figura 3.1). Dado que,
como ya se sefiald, el perfil de dispersion es isotrépico, solo una direcciéon del detector es
informativa (la direcciéon radial). Como la segunda direccién contiene informacion
redundante, el patrén de dispersion 2D se reduce a 1D integrando y promediando la sefial a lo
largo de toda la circunferencia del detector. Luego de la sustraccion del blanco y la reduccion,
el resultado final de un experimento de SAXS es un grafico 2D de intensidad dispersada [I(Q)]

en funcion del vector de onda Q (Figura 3.1):
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Q = - m.sen 9//1 (Ecuacién 3.11)

donde 20 es el angulo que forma el haz dispersado respecto de la normal, y A es la longitud de

onda del haz incidente.

Cuando se utiliza una fuente de Rayos X de laboratorio y no un sincrotrén (que es el caso
de este trabajo) es necesario introducir una correccién adicional previo al analisis de los
datos, que esta relacionada con que la seccién de la muestra iluminada no es puntual sino que
tiene un determinado ancho (s/it-smearing effects) [8]. Existen basicamente dos maneras de
llevar a cabo esta correccion (ambas son procedimiento matematicos): o bien se procesa el
perfil de dispersion [I(Q)] vs Q para obtener un perfil corregido, o bien la correcciéon puede
formar parte del procedimiento para obtener la funcién de distribucién de distancias, P(r), a

partir del perfil de dispersion (ver mas adelante).

La sefial resultante del tratamiento de datos expuesto anteriormente es proporcional al
numero de particulas en el volumen iluminado (es decir, a la concentracién del soluto), a su
MM, y al contraste entre la muestra y el solvente (que es la diferencia entre las densidades
electronicas de ambas). Dado que las macromoléculas biolégicas estan constituidas por
atomos livianos, el contraste en SAXS de biomoléculas es muy bajo, y por lo tanto
generalmente se requieren concentraciones elevadas para obtener resultados confiables
(sobre todo en el caso de proteinas de baja MM, como es el caso de este trabajo), por lo que

los problemas de agregacion de la muestra pueden ser limitantes. [5, 6].

La extraccion de informacién estructural a partir de los datos de SAXS requiere que tanto
la muestra como el conjunto de datos cumplan con ciertos requisitos: la muestra debe
presentar alto grado de pureza (sobre todo en lo que respecta a impurezas de elevada MM -lo
que incluye agregados- que resultan particularmente problemaéticas dado que, como ya se
sefalg, la sefial de SAXS es proporcional a la MM). Por otro lado, la solucién debe ser
monodispersa e ideal (en el sentido de que las particulas del soluto no deben interactuar
entre si). Por lo tanto, es necesario llevar a cabo una cuidadosa evaluacién de la calidad de los

datos antes de extraer ninguna conclusion. [5, 6]

En cualquier estudio de SAXS, el primer analisis consiste en la aplicacion de la

aproximacion de Guinier, que establece que para una solucidon ideal y monodispersa de
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macromoléculas globulares idénticas, para valores suficientemente bajos de Q es valida la

siguiente relacion [5, 6]:
— _1 202 ;
1(Q) = Iy.exp(—1/3R;*Q?)  (Ecuacién 3.12)

donde Iy es la intensidad dispersada a dngulo 0, y Ry es el radio de giro de la particula. Esta
aproximacion es valida en general en el rango Q.R; < 1,3, y requiere que el perfil de dispersion
haya sido corregido por smearing, como ya se sefalé. En la practica, se realiza un grafico de In
[1(Q)] vs Q? lo que permite la determinacion directa de los parametros lo y Ry a partir de la
pendiente y la ordenada al origen de la recta. Este andlisis constituye una herramienta muy
sencilla para obtener rapidamente informacién acerca del tamafio, el estado oligomérico, y la

calidad de los datos, como se discutira a continuacion.

En primer lugar, para muestras monodispersas el grafico de Guinier debe ser lineal en ese
rango de Q; esto constituye un buen indicador de la calidad de los datos, ya que un grafico no
lineal puede ser indicativo de numerosos defectos como por ejemplo sustraccién inadecuada
del blanco, polidispersion de la muestra, o presencia de interacciones atractivas o repulsivas
entre las particulas [5, 6]. Las interacciones atractivas o la agregacion se manifiestan como un
aumento pronunciado de la sefial a bajos angulos y consecuentemente una sobreestimacion
del Rg y de I, mientras que la repulsion entre particulas se manifiesta como una caida abrupta

a bajos angulos y por lo tanto resulta en una subestimacion de los parametros. (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Verificacion de la calidad de los datos de SAXS y analisis de Guinier.

Se muestran los perfiles de dispersién (panel de la izquierda) y los graficos de Guinier (panel de la
derecha) para muestras de BSA registradas en distintos buffers y condiciones que ilustran (1)
agregacion (rojo), (2) datos de buena calidad (negro), y (3) repulsion entre particulas (azul). Notar
que aun en los casos en que existen efectos indeseados apreciables pueden obtenerse los parametros a
partir de las regiones lineales del grafico. Se muestran los R; obtenidos en cada caso, mientras que la I
resulta de la interseccion de la recta de Guinier con el eje y en el panel de la derecha. (La figura fue
tomada de [5]).

En segundo lugar, la aproximacién de Guinier resulta de mucha utilidad para la
determinacion de la I, que no puede ser registrada experimentalmente porque a un angulo de
02 incide sobre el detector el remanente del haz incidente. Este parametro, normalizado por la
concentracion del soluto, es directamente proporcional a su MM. En la practica, la constante
de proporcionalidad se determina colectando un conjunto de datos para una muestra de MM y
concentracion conocidas (por ejemplo, BSA o lisozima). De esta manera, SAXS permite
estimar la MM del soluto en solucién [5, 6]; sin embargo, en numerosas oportunidades esta
posibilidad se encuentra limitada por errores en la determinacién de la concentracién de la
muestra. Si la proteina tiene una MM lo suficientemente grande, en general este andlisis es
suficiente para distinguir entre las distintas formas oligoméricas; para proteinas de baja MM

(como es el caso de este trabajo) el andlisis puede resultar insatisfactorio.

Finalmente, el grafico de Guinier permite estimar el Ry de la particula a partir de la
pendiente de la recta. El Rg se define como la distancia cuadratica media al centro de masa de
la molécula de todos los elementos de volumen que contribuyen a la dispersién de Rayos X,
pesadas por la densidad electrénica de cada uno de ellos. Por lo tanto proporciona
informacion acerca de la distribucion de masa en la molécula, y es un indicador de sus

dimensiones globales [9].

El segundo andlisis en cualquier estudio de SAXS consiste en la obtencion de la funcién de
distribucién de distancias de la particula, P(r). Esta funcion es la representacion de los datos
de SAXS en el espacio real (el espacio de las distancias), asi como el perfil de dispersion es la
representacion de los datos en el espacio reciproco (el espacio del vector de onda Q). Ambas

se encuentran relacionadas por una transformacién de Fourier [5]:
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P(r) ="/ I51021(@) 5™/ ) a0 (Ecuacion 3.13)

Esta funcion puede interpretarse como un histograma de distancias intramoleculares, lo
que resulta informativo de la forma global de la molécula (Figura 3.3); ademas, es muy
sensible a cambios conformacionales como por ejemplo perturbaciones en la orientacidon
relativa de los dominios o aparicién de ligeras asimetrias. Por otro lado, permite obtener otro
parametro indicativo de las dimensiones moleculares, la maxima distancia lineal entre dos
puntos de la particula (Dmax). Esta distancia corresponde al punto en el cual la funcién corta al
eje x (ademas del origen de coordenadas). [5, 6]. Una vez obtenida la funcién P(r), ademas de
la informacién cualitativa acerca de la forma de la molécula, pueden calcularse por otro

método independiente al andlisis de Guinier el Rg y la Io por definicidn, a partir de la curva [9]:

fDmax

, S, P ar .
R,” = 5 fODma"[P(r)] dr (Ecuacién 3.14)

Iy = 4m [ *[P(r)] dr (Ecuacién 3.15)

Estos valores son mas confiables que los que se obtienen por el andlisis de Guinier, dado
que este método utiliza la totalidad del conjunto de datos, en contraposicién con el primero,
que solo toma los datos correspondientes a valores de Q bajos (donde es valida la

aproximacion de Guinier) [6].
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Figura 3.3: Distintas formas de la funcion P(r).

Se muestran para diferentes formas geométricas los perfiles de dispersiéon (panel de la izquierda) y
sus funciones de distribucién de distancias (panel de la derecha): esfera (negro), elipsoide prolato
(rojo), elipsoide oblato (azul), pesa (verde) y cilindro alargado (turquesa). Todas las formas tienen la
misma Dmax, lo que se evidencia en que sus funciones P(r) cortan al eje x en el mismo punto (10 nm).
Notar que la esfera se caracteriza por una funciéon simétrica en forma de campana, cuyo maximo se
encuentra aproximadamente en r = Dmax/2. Por otro lado, la forma de la funcién del cilindro es
fuertemente asimétrica; el pico a bajas distancias corresponde a su diametro. En la pesa, el pico mayor
corresponde al radio de cada una de las esferas mientras que el pico menor corresponde a la distancia
entre los centros de las esferas. Este tipo de interpretaciones es muy comun en proteinas con multiples
dominios, lo que permite obtener informacién acerca de las dimensiones de los dominios individuales
asi como también de las distancias que los separan. (La figura fue tomada de [5]).

Dado que el conjunto de datos experimentales siempre es acotado, el computo de la
funcién no puede hacerse de manera directa a partir de la Ecuacién 3.13, y en general se
resuelve por métodos numéricos indirectos en los que P(r) se representa como una
combinacién lineal de funciones ortogonales definidas en el rango [0, Dmax]. Por lo tanto, la
Dmax €s un parametro que debe ser proporcionado por el usuario. El método consiste en hallar
los coeficientes de la combinacion lineal que generan una funcion P(r) tal que la concordancia

entre los datos experimentales [I(Q)]exp Yy los datos teéricos [I(Q)]wo calculados por
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transformada de Fourier de la funcién P(r) “candidata”, sea lo mejor posible. A su vez, otro
factor tenido en consideracién en la resolucién del sistema es que la solucién debe ser
“suave”. [6].

El programa mas popular en el que se implementa este tipo de métodos es GNOM [10], del
paquete de analisis de datos de SAXS ATSAS [11]. En este programa, el usuario proporciona
como input el perfil de dispersion de SAXS no corregido por smearing. El haz de Rayos X se
modela como un perfil de forma trapezoidal caracterizado por dos parametros: su altura (AH)
y su base (LH). Ademas del perfil de SAXS, el usuario proporciona entonces tres parametros:
AH, LH, y l1a Dmax para evaluar la funcién P(r). En la practica, la mejor solucién se encuentra
por prueba y error de distintos valores de Dmax, y la calidad de cada solucién se evalua en
funcién de una serie de parametros estadisticos que son proporcionados por el programa, y
por inspeccién visual de la funciéon P(r) resultante considerando ciertos criterios (por
ejemplo, la funcién nunca puede adoptar valores negativos dado que el eje y representa

frecuencias). Adicionalmente, el método corrige los slit-smearing effects.

Un tercer nivel de analisis en SAXS consiste en la reconstruccion ab initio de modelos del
contorno molecular a partir de los perfiles de dispersién experimentales. Estos métodos se
basan en expresar el patréon de SAXS como una suma de arménicos esféricos, lo que permite
computar rapidamente los perfiles de dispersidn teéricos a partir de modelos moleculares. A
partir de esta idea, se desarrollaron algoritmos que permiten generar estos modelos mediante
una minimizacion de la discrepancia entre el perfil experimental y el perfil te6rico calculado a

partir del modelo. [5, 6].

El programa mas popular de generacién de modelos ab initio es DAMMIN (dummy atom
model minimization) [12] del paquete ATSAS [11]. El programa representa la particula como
una coleccion de esferas (dummy atoms) densamente empacadas dentro de un volumen de
busqueda esférico, que tiene un diametro igual a la Dmax experimental de la particula; cada una
de estas esferas se asigna arbitrariamente a la molécula o al solvente. El algoritmo consiste en
un protocolo de simulated annealing, en el cual en cada paso una esfera elegida al azar es
reasignada (ya sea del solvente a la molécula, o viceversa) y se evalua una funcién que
describe la discrepancia entre el perfil de SAXS experimental y el del modelo obtenido en ese
paso. Esa funcién contiene un término de penalidad adicional que contempla que las esferas

que forman parte de la molécula deben estar conectadas entre si. El protocolo termina cuando

Pagina | 110



Capitulo 3 Estructura en solucion del dominio D/D de Bcy1

se alcanza un minimo local en la funcién de discrepancia, es decir, cuando luego de un cierto

numero de pasos su valor se mantiene constante. [5, 6].
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Figura 3.4: Modelado ab initio utilizando el programa DAMMIN.

En el panel de la izquierda se muestran los perfiles de dispersion experimental (puntos blancos), del
modelo de partida (linea punteada roja) y del modelo final (linea azul). En el panel de la derecha se
esquematiza el procedimiento de generacion del modelo: partiendo de un volumen esférico de
didmetro igual a Dmax que contiene esferas de solvente (violeta) y de la molécula (amarillo)
aleatoriamente distribuidas, se genera mediante un protocolo de simulated annealing un modelo

molecular consistente con los datos experimentales. (La figura fue tomada de [5]).

Otro programa muy utilizado, desarrollado posteriormente a partir de DAMMIN, es
DAMMIF [13]. Este programa funciona esencialmente de la misma manera que el anterior,
pero introduce una serie de modificaciones en el protocolo de bisqueda que lo hacen mucho
mas rapido; de esta manera, pueden calcularse numerosos modelos en tiempos accesibles,
para su posterior comparaciéon. Adicionalmente, en este programa el volumen de bisqueda no
se encuentra restringido, sino que puede expandirse durante el transcurso del calculo; esta
mejora permite evitar efectos de borde artificiosos que pueden ocurrir cuando se utiliza un
volumen de busqueda restringido por una Dmax ligeramente subestimada. [5, 6]. Este fue el

programa utilizado en este trabajo.
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Es importante mencionar que los métodos ab initio no proporcionan una solucion unica,
dado que no hay informacion suficiente en un conjunto de datos experimentales 1D para
definir univocamente una estructura 3D. Por lo tanto, si se corre el programa numerosas
veces se obtienen modelos ligeramente distintos, por lo que existe cierta ambigiiedad en el
resultado final. Para sortear esta dificultad, pueden generarse multiples modelos y observar
que se conserven las caracteristicas generales mas alla de diferencias sutiles en la forma. Por
otro lado, para minimizar a priori el abanico de posibles modelos, algunos programas
permiten proporcionar informacién proveniente de otros métodos experimentales; por
ejemplo, en DAMMIN el usuario puede proporcionar como /nput informacién acerca de la
simetria de la molécula, la cual puede ser conocida a partir de las estructuras cristalinas. [5,

6.

Finalmente, como ya se menciond, SAXS resulta una herramienta muy poderosa como
método complementario de otras técnicas. Por ejemplo, los modelos atémicos obtenidos por
difraccion de Rayos X o por modelado por homologia pueden ser superpuestos con los
modelos de contorno molecular generados ab initio por SAXS. Por otro lado, como ya se
sefiald, existen métodos que permiten obtener los perfiles tedricos de SAXS de modelos
atomicos de distintas fuentes; estos perfiles tedricos pueden ser comparados con los datos

experimentales de SAXS de esas moléculas. [5, 6].

Este tipo de abordajes permiten validar modelos generados por homologia, dado que un
modelo que proporciona un buen ajuste con los datos experimentales de SAXS es considerado
una buena descripcion de la estructura real en solucién en esas condiciones experimentales
[5]. Por otro lado, permiten evaluar la compatibilidad entre las estructuras cristalinas y en
solucion. También resulta de utilidad para discernir cudles de los posibles estados
oligoméricos observados en estructuras cristalinas son relevantes en solucién, lo cual
generalmente es imposible de determinar en base a las estructuras cristalinas solamente,
dado que en los cristales siempre se generan interacciones artificiales, no nativas, como
consecuencia del proceso de cristalizacion. [5]. Este tipo de abordajes fueron utilizados en

este trabajo, tanto en este capitulo como en el siguiente.

Existen numerosos métodos que permiten el computo de las curvas teodricas de SAXS a
partir de modelos atémicos. Estos métodos difieren en numerosos aspectos, principalmente

en lo que respecta al tratamiento del volumen de solvente excluido por la particula, y al
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modelado de la capa de agua de hidratacién de las proteinas en solucion, que al ser un 10%
mas densa que el solvente bulk contribuye a la dispersion de Rayos X. Como consecuencia de
estas diferencias, a menudo los diferentes métodos arrojan resultados ligeramente distintos,

por lo que esto debe ser tenido en consideracion al momento de analizar los resultados. [5].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estado oligomérico de Bcy1 (1-50) en solucidn

Para elucidar el estado de oligomerizacion de Bcy1 (1-50) en solucidn, en primer lugar se
analizé su comportamiento en una columna de SEC, aprovechando que esta técnica forma
parte del protocolo de purificacion. En este método separativo la difusién diferencial de las
macromoléculas a través de la matriz depende de su MM, de su tamafio, y de su forma: las
proteinas mas grandes y no globulares recorren trayectorias mas cortas dado que no pueden
acceder a todos los poros de la matriz, y por lo tanto eluyen antes de la columna, mientras que
las mas pequenas y esféricas recorren trayectorias mas largas y por lo tanto eluyen mas tarde.
La magnitud que mejor representa el comportamiento de las moléculas en esta técnica es el

radio de Stokes (Rs), que depende de ambas caracteristicas moleculares (tamafio y forma) [3].

Dado que la forma de la macromolécula influye marcadamente en la velocidad de
migracion a través de la matriz, en general no es posible determinar la MM (y
consecuentemente el estado oligomérico) de una proteina en solucién solamente mediante la
comparacién directa de su volumen de elucién (Ve) con los de los estdndares de MM. Sin
embargo, cuando tanto los estdndares como la muestra pueden considerarse

aproximadamente globulares, existe una correlacion razonable entre el Ve y la MM [3].

Se registraron cromatogramas de una muestra de Bcyl (1-50) purificada de
concentracion 100 uM, utilizando proteinas estandar de MM conocida. El fragmento
purificado eluyé como un tnico pico con un volumen de elucién (V.) ligeramente inferior al
del marcador de 25 kDa (a-quimiotripsina) (Figura 3.5). Considerando que en este caso se
utilizaron estandares que son proteinas globulares bien conocidas (ver Tabla 3.5.1), y
teniendo como posibilidades las distintas variantes encontradas en los experimentos de
entrecruzamiento quimico del Capitulo 2, si Bcyl (1-50) fuera también globular en solucion,
su MM aparente resultaria demasiado elevada en comparaciéon con lo esperado para una
proteina monomérica (5,9 kDa), dimérica (11,8 kDa), o trimérica (17,7 kDa), siendo mas
cercana a la de una forma tetramérica (23,6 kDa). Por lo tanto, en un primer analisis, estos
resultados sugieren que, en estas condiciones experimentales, existe en solucién una unica

especie predominante conformada por cuatro subunidades.
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Figura 3.5: Caracterizacion de Bcy1 (1-50) por SEC.

Cromatograma obtenido para una muestra purificada 100 uM de Bcyl (1-50) a 252 C en buffer PBS
utilizando una columna Superdex-75. El eje y se representa en unidades de absorbancia (x 103). Se
indican el volumen excluido de la columna (Vo) y la posicién de los estandares: BSA (MM = 66,4 kDa),
ovoalbiimina (MM = 45 kDa), a-quimiotripsina (MM = 25 kDa) y citocromo C (MM = 12,3 kDa).

La observacion de un tnico pico en SEC no garantiza que exista una sola forma
oligomérica en solucion; podrian coexistir en equilibrio rapido dos o mas especies que, en ese
caso, no podrian separarse por esta técnica, dado que durante el desarrollo de Ia
cromatografia se encontrarian en constante interconversion, y por lo tanto migrarian juntas.
Para analizar esta posibilidad, se registraron cromatogramas de diluciones sucesivas de la
muestra original 100 uM de Bcy1 (1-50), volviendo a cargar en la columna el eluido de cada
corrida, considerando que en la columna la muestra se diluye aproximadamente en un factor
de 1:2. En caso de haber equilibrios de oligomerizacion involucrados, si las constantes de
equilibrio asociadas son similares a las concentraciones de trabajo, la dilucién deberia alterar
la composicion de la mezcla original favoreciendo las formas con menor cantidad de

subunidades. En la Figura 3.6 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 3.6: Equilibrio de los distintos estados de oligomerizacion de Bcy1 (1-50) en solucion.

Cromatogramas de diluciones sucesivas de una muestra purificada de Bcyl (1-50), obtenidos en las
mismas condiciones de la Figura 3.1, volviendo a inyectar luego de cada corrida el eluido de la
anterior.

Se observa un corrimiento constante del pico de Bcyl (1-50) hacia volimenes mayores
(es decir, menor MM) como consecuencia de las diluciones sucesivas, lo que sugiere que
existe una mezcla de formas con distintos estados de oligomerizacidon, y que las muestras mas
diluidas se encuentran enriquecidas en las especies de menor cantidad de subunidades
respecto de la muestra original. Estos resultados sugieren también que la estructura
cuaternaria de este fragmento es dinamica en solucién, y que la concentraciéon de proteina

podria ser un mecanismo regulatorio del estado oligomérico.

Para decidir si esta posibilidad es factible en un contexto fisioldgico, se procedié a obtener
una estimacion de la concentraciéon de Bcyl WT in vivo, lo que representa una tarea compleja
por numerosos motivos. En primer lugar, no es sencillo contar con un dato confiable de la
cantidad de moléculas por célula. En segundo lugar, el volumen celular es muy variable y
depende de numerosos factores, como por ejemplo de las condiciones de cultivo, del estadio
del ciclo celular, del genotipo, de si se analizan las células madre o las hijas, etc. [14]. Por otro
lado, como ya se discutio en la Introduccidn, la localizacion subcelular de Bcyl se encuentra

sometida a regulacion por diferentes factores, encontrandose en distintos compartimientos
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subcelulares dependiendo de las condiciones de crecimiento [15, 16]. Finalmente, no todas las

estructuras celulares son accesibles a todas las proteinas.

Habiendo hecho estas salvedades, considerando que una célula madre haploide de una
cepa WT creciendo en fase exponencial en medio rico tiene un volumen celular de 42 fL [14],y
que se ha reportado un valor promedio de 4280 moléculas/célula para Bcyl [17], la
concentracion estimada es del orden de 0,1 pM. Este valor se encuentra seguramente bastante
subestimado, dado que para calcularlo se supuso que todo el volumen celular es accesible a
Bcyl. Mas aun, se ha reportado que en fase estacionaria la cantidad de Bcyl aumenta entre 8 y
9 veces respecto a la que existe en fase exponencial [18]. En este contexto, resulta razonable
suponer que en ciertas situaciones (por ejemplo, cuando Bcy1 se localiza en el nucleo, que
representa aproximadamente un 10% del volumen celular) las concentraciones intracelulares
de Bcyl podrian llegar a ser del orden de las utilizadas en los experimentos en los que se

observan indicios de coexistencia de los distintos estados de oligomerizacion.

Cabe destacar que la MM aparente observada podria explicarse también por la existencia
de alguna especie elongada, no globular; por ejemplo, el pico observado en la Figura 3.5
podria corresponder a una mezcla de un tetrdmero aproximadamente globular en equilibrio
rapido con un trimero o un dimero que por su estructura tuvieran un Rs similar al del
tetrdmero. Para determinar de manera inequivoca el estado de oligomerizacion de Bcy1 (1-
50) en solucioén, se realizaron mediciones de dispersién estatica de la luz (SLS) acoplada a
SEC, en condiciones similares de concentracién de proteina, temperatura y buffer, a las
utilizadas para registrar el cromatograma de la Figura 3.5. Este técnica es actualmente la mas
confiable para determinar con alta exactitud la MM de una proteina en solucién [1], y se basa
en que la intensidad de la luz dispersada a 902 del flujo de la muestra (LS) es directamente
proporcional a la MM de la molécula y a su concentracién, y completamente independiente de
su forma (ver Introduccién metodolégica para mas detalles). En la Figura 3.7 muestran los

resultados obtenidos.
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Figura 3.7: Caracterizacion de Bcy1 (1-50) por SEC-SLS.

Las mediciones fueron realizadas utilizando una muestra purificada 100 pM de Bcy1 (1-50) a 252 C en
buffer PBS utilizando una columna Superdex-75. Los ejes de la izquierda representan las sefiales de
dispersion a 902 (LS; linea roja) y de indice de refracciéon (RI; linea verde) en unidades arbitrarias. La
MM se muestra en el eje de la derecha (linea negra).

La MM promedio del Unico pico del cromatograma fue de (23,5 + 0,7) kDa (esperado para
el tetramero: 23,6 kDa), lo que corresponde a un nimero de subunidades de (4,0 £+ 0,1). Estos
resultados confirman claramente que, en estas condiciones experimentales, la proteina existe
en solucién como una unica especie que consta de cuatro subunidades. Por otro lado,
refuerzan la hipétesis de que el corrimiento del pico observado en los cromatogramas de la
Figura 3.6 como consecuencia de la dilucién se debe al establecimiento de equilibrios que dan

lugar a especies de menor cantidad de subunidades.

Estado oligomérico de Bcy1l WT en solucion

Como ya se menciono6 en la Introduccién y en el Capitulo 2, los primeros trabajos sobre
Bcyl han demostrado que, al igual que las subunidades R de mamiferos, la proteina es
dimérica in vitro[19, 20]; estos resultados se encuentran en discrepancia con los de la seccién
anterior. Esto podria deberse a diferencias entre esos estudios y este trabajo en cuanto a las

condiciones experimentales utilizadas, o bien a que los resultados reportados en la seccion
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anterior sean artificiosos como consecuencia del sistema de expresion utilizado (es decir, por
haber trabajado con la proteina expresada en bacterias y no en levaduras), o bien del
fragmento producido (por ejemplo, podria suceder que en Bcyl WT existieran secuencias
adicionales, no contenidas en Bcyl (1-50), que tengan efecto sobre el estado de

oligomerizacion de la proteina completa).

En el primero de estos trabajos [19] se determin6 la MM de Bcyl WT endégena utilizando
el método de Siegel y Monty [4], que se basa en la relacion existente entre el Rs y el coeficiente
de sedimentacion a 202 C en agua (S2ow) con la MM (se describe el método mas adelante en la
seccidon “parametros hidrodinamicos”). En el segundo trabajo [20] se determin6 la MM de
Bcyl WT expresada en bacterias en base a su Szow Unicamente. En cuanto a las condiciones
experimentales, el primer trabajo se realizé en buffer MES 10 mM, 100 mM NacCl, pH = 6,9,
mientras que el segundo en buffer fosfato 50 mM, 100 mM NaCl, pH = 6,5; en ambos casos las
condiciones son similares a las utilizadas en este estudio (buffer PBS: 20 mM fosfato, 150 mM
NaCl, pH = 7,4). En ninguno de los dos trabajos se aclara la concentracién de la proteina

utilizada.

Resulta dificil evaluar las interpretaciones de los resultados de esos estudios para
compararlas con los que se presentan en este trabajo, dado que en algunos casos la
informaciéon no se presenta; por ejemplo, en el trabajo de levaduras no se muestran los
resultados de la calibracién de la columna de SEC utilizada para obtener el Rs ni la del
gradiente de sacarosa utilizada para obtener el Szow. Lo primero resulta llamativo, dado que
en el texto se comenta que la proteina eluye en el volumen excluido de la columna, por lo que
no seria posible determinar el Rs en esas condiciones. Por otro lado, en el trabajo de bacterias
no se determind el Rs, y la MM se infirié6 solamente por el Szow, que resulté similar al del
trabajo anterior, de lo que se dedujo que debia tratarse en ambos casos del mismo estado
oligomérico (dimero). Como se discutié en la Introduccién metodoldgica, la estimacién de la

MM realizada s6lo a partir del Szo,w puede conducir a interpretaciones erréneas.

En cuanto a la posibilidad de que los resultados de este trabajo puedan resultar
artificiosos debido al sistema de expresion, es importante tener en consideraciéon que los
trabajos estructurales previos de los dominios D/D de mamiferos fueron desarrollados
utilizando siempre construcciones recombinantes sobreexpresadas en bacterias analogas a la
utilizada para la sobreexpresion de Bcyl (1-50) [21-27] (ya se menciond en el capitulo
anterior que en algunos casos se obtuvieron indicios de estructuras de mayor estado de

oligomerizacion que no fueron investigados posteriormente).
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Visto lo anterior, dado que no se han reportado hasta la fecha estructuras tetrameéricas ni
de las subunidades R enteras ni de sus dominios D/D en ningiin organismo, y que los trabajos
que demostraron el estado dimérico de Bcyl WT fueron realizados en las mismas condiciones
experimentales que este estudio y presentan algunos aspectos que son poco claros, se decidi6
revisar este concepto mediante SEC-SLS que, como ya se sefald, es la técnica mas difundida en
la actualidad para determinar el estado oligomérico de una proteina en solucién. Esta técnica
no se ha utilizado previamente para estudiar la MM de las subunidades R de ningln
organismo. Cabe mencionar también que existen resultados previos de nuestro laboratorio de
ultracentrifugacion analitica en gradiente de sacarosa que sugieren que en soluciéon podrian
coexistir numerosas formas oligoméricas de Bcyl (Tesis Doctoral de Jimena Rinaldi, dirigida

por la Dra. Silvia Moreno y codirigida por la Dra. Silvia Rossi).

En consecuencia, se realizaron experimentos de SEC-SLS en condiciones similares de
temperatura y buffer a las utilizadas para estudiar el fragmento Bcyl (1-50), utilizando
preparaciones de Bcyl WT purificadas a partir de la cepa de levaduras 1115-BCY1, que
sobreexpresa esta proteina bajo el promotor inducible por galactosa GAL10 (ver Capitulo 2,
seccion Materiales y Métodos). Por otro lado, para obtener una aproximacién a lo que podria
ser el estado oligomérico en una situacién mads similar al contexto celular, se realizaron
experimentos de entrecruzamiento quimico con EGS similares a los del Capitulo 2, pero
utilizando como fuente de proteina extractos libres de células preparados a partir de esa cepa
en vez de la proteina purificada. En este caso, los resultados se analizaron por western blot

utilizando anticuerpos especificos contra Bcy1. Los resultados se muestran en la Figura 3.8.
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Figura 3.8: Estado oligomérico de Bcyl WT en solucion y en su contexto celular.

(A) Las mediciones fueron realizadas utilizando una muestra purificada 20 uM de Bcyl WT a 252 C en
buffer PBS utilizando una columna Superdex-200. Los ejes de la izquierda representan las sefiales de
dispersion a 902 (LS; linea roja) y de indice de refraccién (RI; linea verde) en unidades arbitrarias. La
MM se muestra en el eje de la derecha (linea negra). (B) Extractos crudos de la cepa 1115-BCY1 fueron
sometidos a tratamiento con el reactivo entrecruzante de lisinas EGS en las concentraciones indicadas
en la parte superior de la figura. Los productos de la reaccién fueron capturados utilizando una resina
de afinidad cAMP-agarosa, separados por SDS-PAGE 10% y visualizados por western blot con
anticuerpos especificos contra Bcy1.

La proteina eluyé de la columna como un solo pico bien definido con un V. de
aproximadamente 11 mL; se esboza un segundo pico a un V. ligeramente inferior a 16 mlL,
pero por ser muy débil la sefial de LS no se pudo caracterizar. La MM promedio del pico
mayoritario fue de (230 + 20) kDa; dado que la MM de Bcyl es 47,2 kDa, el nimero de
subunidades determinado por esta técnica es de (4,9 + 0,4). Por lo tanto, en estas condiciones
experimentales Bcyl es o bien tetramérica o bien pentamérica en solucion. La existencia de
una especie pentamérica seria inconsistente con los resultados obtenidos para Bcyl (1-50),
que indicaron claramente que existe como una Unica especie tetramérica en las mismas
condiciones experimentales. Es probable que la elevada MM observada para Bcyl esté
asociada con un mayor error experimental en este caso, debido principalmente a dos factores.
El primero es la utilizacién de una concentracién de proteina 5 veces mas baja para Bcyl WT
que para Bcy1 (1-50). El segundo es que la columna Superdex-200 utilizada para la primera
se encontraba bastante mdas deteriorada que la columna Superdex-75 empleada para la
segunda. Estos dos factores se evidencian en una sefial mucho mas ruidosa de LS para Bcy1l

WT que para Bcy1 (1-50) (comparar las lineas rojas de las Figuras 3.7 y 3.8 (A)).

Por otro lado, en los experimentos de entrecruzamiento quimico realizados sobre el
extracto libre de células se observa claramente la aparicion de tres bandas como consecuencia
del tratamiento con el reactivo (Figura 3.8 (B)). Estas bandas podrian atribuirse a especies
dimérica, trimérica y tetramérica, en consonancia con el resultado del parrafo anterior,
sugiriendo que en condiciones similares a su contexto celular Bcyl WT tiene la capacidad de

formar tetrameros en solucién. En este punto cabe recordar que en los experimentos de
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entrecruzamiento quimico de Bcyl WT purificada del Capitulo 2 (Figura 2.4) se habian

observado bandas de alrededor de 200 kDa como consecuencia del tratamiento con EGS.

En conjunto, estos resultados y los de las secciones anteriores apoyan fuertemente la idea
de que existe una forma tetramérica de Bcyl previamente no reportada, y que su
oligomerizacién ocurre a través de su dominio D/D, que se encuentra restringido a los 50
aminodacidos N-terminales de la molécula; esta forma es fisiolégicamente relevante dado que

existe en un entorno similar al contexto celular.

Posible rol fisiologico de la oligomerizacion de Bcy1

Para evaluar si el estado de oligomerizaciéon de Bcyl tiene alguna incidencia sobre el
estado fisioldgico de las levaduras, se decidié sobreexpresar el fragmento Bcy1 (1-50) en una
cepa de S. cerevisiae WT, y analizar si esto tiene algin efecto sobre los fenotipos
caracteristicos asociados a la actividad de PKA. Para ello, el fragmento recombinante se
subclon6 en el vector de expresién de levaduras pYES2 (ver Materiales y métodos para los
detalles experimentales) y el vector recombinante se transformé en la cepa de S. cerevisiae
WT KT-1115 (ver Materiales y métodos del Capitulo 2). Se procedié a analizar los siguientes
fenotipos que, como se discutié en la Introduccion, correlacionan con la actividad de PKA:
curva de crecimiento, acumulacién de glucégeno, y resistencia al heat shock. Los resultados se

muestran en la Figura 3.9.
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Figura 3.9: Fenotipos asociados a la sobreexpresion de Bcy1 (1-50).

(A) Curvas de crecimiento en medio YPGal de las cepas 1115 y 1115-Bcyl (1-50). Las curvas se
monitorearon por densidad éptica a 600 nm. (B) Ensayos de acumulacién de glucdgeno. Se utilizaron
como controles las cepas {pki1v (baja actividad PKA), 4bcy1 (alta actividad PKA) y 485bcy1 WT, que
sobreexpresa la variante Bcyl A(1-85) sobre un fondo Bcyl WT, y que se caracteriza por una
acumulacién de glucégeno mas elevada que la cepa WT. Ademas, se utilizaron las cepas de interés:
1115 (WT) y 1115-Bcyl (1-50) (DD-WT). Los parches mas oscuros indican mayor acumulacién de
glucogeno. (C) Ensayos de heat shock. Las células creciendo en fase exponencial se sometieron (o no) a
tratamiento a 372 C durante 60 minutos y se plaquearon en medio YPGal para evaluar su viabilidad. En
todos los casos se muestra un experimento representativo de varios en los que se observaron
resultados similares.

Para evaluar el primero de estos fenotipos, se creci6 la cepa transformada con el vector
recombinante en medio YPGal para inducir la sobreexpresién del fragmento a partir del
promotor GAL10, y la cepa sin transformar como control. Se monitorearon las curvas de
crecimiento de las dos cepas por turbidimetria, representada por la densidad 6ptica del
cultivo a 600 nm (ODeoo), que es una medida de la cantidad de biomasa presente en el medio

(Figura 3.9 (A)). Por otro lado, se tomaron alicuotas de los dos cultivos creciendo en fase

Pagina | 123



Capitulo 3 Estructura en solucion del dominio D/D de Bcy1

exponencial, luego del shift diatixico (ver mas adelante) y se evalu6 su resistencia al heat
shock sometiéndolas a un tratamiento a 372 C durante 1 hora; posteriormente, se plaquearon
las células en medio rico para evaluar su viabilidad (Figura 3.9 (C)). Finalmente, se midi6 la
acumulacién de glucogeno mediante la exposicion a vapores de iodo de placas con medio rico
conteniendo parches de las células de las cepas de interés. Como control, se utilizaron las
cepas tkpl", que se caracteriza por tener delecionadas las subunidades tpkZ2 y tpk3, y
expresar una subunidad tpkl mutante que tiene muy baja actividad de PKA, y por lo tanto
presenta elevada acumulacién de glucoégeno; y una cepa A4dbcyl, que al no expresar la
subunidad R de la PKA presenta actividad PKA constitutiva elevada y por lo tanto no acumula

glucogeno (Figura 3.9 (B))

En primer lugar, se observa que la cepa que sobreexpresa el fragmento recombinante
presenta niveles de acumulacion de glucégeno ligeramente superiores a los de la cepa WT
(Figura 3.9 (B)) y es mas resistente al heat shock (Figura 3.9 (C)). Como se discutié en la

Introduccion, ambos fenotipos son caracteristicos de una actividad de PKA atenuada.

Por otro lado, se observa en las curvas de crecimiento (Figura 3.9 (A)) que la
sobreexpresion del fragmento recombinante genera un aumento en el crecimiento de la cepa
transformada alrededor de las 20 horas de cultivo, comparada con la WT; también se observa
que el cultivo alcanza mayor densidad al llegar a fase estacionaria en el primer caso.
Asimismo, a partir del momento en que se manifiestan las diferencias en las curvas de
crecimiento, las células de las dos cepas presentan distintas caracteristicas al ser observadas
al microscopio 6ptico, dado que en algunas de las células de la cepa transformada se aprecian
formas irregulares que no son tipicas de levaduras (no se muestra). Sin embargo, se observo
que las células de las dos cepas presentaban el mismo tamaiio, por lo que la diferencia en la
ODsoo no se debe a una diferencia en el tamafio celular sino a la cantidad de células. El hecho
de que la cepa que sobreexpresa Bcyl (1-50) pueda alcanzar la fase estacionaria resulta
también relevante dado que, como se indic6 en la Introduccion, la delecién de Bcyl (o sea,
actividad PKA elevada) trae como consecuencia la imposibilidad de alcanzar esta fase del

cultivo.

El momento a partir del cual se manifiestan las diferencias podria coincidir con el shift
diduxico (por ejemplo, se ha observado para algunas cepas que éste se alcanza a una ODgoo de

alrededor de 7 [18]) que es un estadio del cultivo tipico de S. cerevisiae, caracterizado por un
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arresto transiente del crecimiento asociado a la adaptacion de las células a crecer en base a la
respiracion del etanol acumulado en el medio como consecuencia del agotamiento de la
fuente primaria de carbono por fermentacion. Consistentemente, se ha reportado que la via de
sefalizacion del cAMP se encuentra involucrada en la regulacion de este proceso [28]. Mas
aun, se ha asociado el shift diduxico con un cambio en el estado de fosforilacion de Bcyl vy,

como ya se menciond, con un aumento en los niveles intracelulares de Bcy1 [18].

En conclusion, estos resultados demuestran que la sobreexpresion del fragmento Bcy1 (1-
50) tiene consecuencias sobre el estado fisioldgico de las células, y sugieren que el fenotipo
asociado es el de una actividad de PKA ligeramente atenuada. Una posible explicaciéon para
esta observacion es que el fragmento recombinante podria interferir en la oligomerizacion de
Bcyl endoégena alterando su funcién y/o su localizacion subcelular, y como consecuencia
resultar en una actividad de PKA desregulada (en particular, atenuada). Para apoyar esta
hipétesis, se verificé que la construccion se expresa adecuadamente en las condiciones del
cultivo (ver Figura 3.S.3). En la misma linea, se ha observado también que Bcyl (1-50)
expresada en levaduras tiene la capacidad de formar hetero oligémeros con Bcyl WT in vitro,
respaldando esta hip6tesis (Tesis Doctoral de Enzo Tofolén, dirigida por la Dra. Silvia Moreno

y codirigida por la Dra. Silvia Rossi, en curso).

A continuacion, se procedi6 a llevar a cabo una caracterizacion detallada de la estructura
de esta novedosa entidad tetramérica en solucién, para obtener informacién acerca de sus
caracteristicas generales asi como también acerca de los determinantes que podrian mediar la

tetramerizacion.

Caracterizacion estructural del tetramero Bcy1 (1-50)

Este objetivo se desarroll6 en tres etapas: determinacion de la estructura secundaria,
determinacion de propiedades hidrodinamicas que dan informacién acerca del tamafio y la
forma de la molécula en solucién, y finalmente construccion de un modelo molecular
consistente con la informaciéon experimental recolectada. En las siguientes secciones se

describen estos puntos.
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Estructura secundaria en solucion

En base al analisis bioinformatico realizado en el Capitulo 2, se predijo la existencia de un
motivo hélice-giro-hélice para Bcyl (1-50) (Figura 2.1). Para verificar estas predicciones y
evaluar el contenido de estructura secundaria, se utiliz6 la técnica de espectropolarimetria de
dicroismo circular (CD). Esta técnica proporciona informacién cualitativa y cuantitativa
acerca de la estructura secundaria de una proteina en solucién; concretamente, permite
determinar qué elementos de estructura secundaria se encuentran presentes en la molécula, y
estimar la cantidad de residuos que se encuentran formando parte de cada uno de ellos (ver

Introducciéon metodolégica para mas detalles).

Se registraron espectros de CD de muestras purificadas de Bcyl (1-50) en condiciones
experimentales similares a las que se vienen utilizando en los andlisis de las secciones
anteriores. Como puede observarse en la Figura 3.10 (A), el espectro de CD en el UV lejano de
la proteina nativa a temperatura ambiente presenta dos minimos bien definidos a 210 y 222
nm, lo que es tipico de proteinas con un elevado contenido de a-hélice. Por otro lado, este
resultado es indicativo de que la proteina se encuentra bien plegada en solucién. Cabe aclarar
que no se realizé la deconvolucién para evaluar el porcentaje de «-hélice porque la
concentracion de la proteina no estaba determinada con exactitud, y esto es un requisito
necesario para obtener resultados confiables [2]. De todos modos, el analisis cualitativo del
aspecto del espectro resulta suficiente para asegurar que el contenido de a-hélice es elevado,
en concordancia con el andlisis bioinformatico, segtn el cual se predijo que aproximadamente

el 70% de los residuos presentan conformacién de a-hélice.

Por otra parte, se decidié aprovechar la capacidad de la técnica de funcionar como sensor
de la estructura de la proteina para evaluar su estabilidad térmica. Para ello, se registraron
espectros de CD a 902 Cy a 252 C luego del tratamiento de alta temperatura. En primer lugar,
se observa que a 902 C se pierde la estructura secundaria como consecuencia de la
desnaturalizacion, lo que se manifiesta en un cambio cualitativo del espectro de CD, que
adquiere un aspecto tipico de proteinas desplegadas (linea gris punteada en la Figura 3.10
(A)). Llamativamente, cuando la muestra fue llevada nuevamente a temperatura ambiente se
observo recuperacion total de la estructura en escasos segundos, indicando que el proceso de
desnaturalizacién térmica es reversible (linea sdélida gris en la Figura 3.10 (A)). Esto
proporciona evidencia adicional de que la proteina se encuentra bien plegada y de la alta

estabilidad de su plegamiento.
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Figura 3.10: Experimentos de dicroismo circular de Bcy1 (1-50).

(A) Espectros de CD en el UV lejano de una muestra de Bcyl (1-50) de concentraciéon 12,7 uM,
registrados en buffer PBS en tres condiciones distintas: 252 C, estado nativo (linea negra sélida); 902 C,
desnaturalizada (linea gris punteada); 252 C, replegada a 252 C luego de la desnaturalizaciéon a 902 C
(linea gris solida). (B) Curvas de desnaturalizacién térmica de dos muestras de Bcyl (1-50) de
distintas concentraciones en buffer PBS, seguidas por elipticidad a 221 nm. Las curvas se normalizaron
por el valor minimo de elipticidad de cada una de ellas (correspondiente a la muestra nativa) para
poder comparar las dos concentraciones. Los datos experimentales se muestran en puntos, y el ajuste
de las curvas en lineas solidas. Las lineas grises representan la temperatura de melting de cada
muestra, correspondiente al valor al cual la elipticidad normalizada es la mitad del valor inicial.

Para continuar con este analisis, se registraron curvas de desnaturalizacién térmica para
dos concentraciones de proteina (Figura 3.10 (B)). En estos experimentos, las muestras se
calentaron gradualmente hasta 902 C, y se registro la elipticidad a 221 nm en funcién de la
temperatura como indicador de la estructura (cabe aclarar en primer lugar que las dos
muestras presentaron un comportamiento similar en cuanto al aspecto de sus espectros de
CD a 252 C, 902 C, y 252 C post 902 C). Las curvas se normalizaron para compensar las
diferencias en la sefial absoluta como consecuencia de sus diferentes concentraciones.
Asimismo, considerando que el proceso de desnaturalizacion térmica es reversible (como se
evidencia en la recuperacidn total de la estructura luego de la desnaturalizacion), se ajustaron

los datos experimentales a un modelo reversible de dos estados (nativo y desplegado) como
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se detalla en la seccion de Materiales y métodos, a efectos de calcular la temperatura de

desnaturalizacion caracteristica o temperatura de melting (Tm).

Se observa en primer lugar que la curva presenta una forma sigmoidea unimodal, lo que
indica que el proceso de desnaturalizacién se caracteriza por un comportamiento
cooperativo; esta es una caracteristica tipica de proteinas que se encuentran adecuadamente
plegadas en solucion. Por otro lado, se observa que la T depende marcadamente de la
concentracion total de proteina, siendo de 50,42 C para la muestra 13 uM, y de 54,72 C para la
muestra 63 pM. Este comportamiento es tipico de proteinas oligoméricas, dado que a mayores
concentraciones el equilibrio se encuentra desplazado hacia la forma de mayor cantidad de
subunidades, y por lo tanto la muestra mdas concentrada resulta mas resistente a la

desnaturalizacidon térmica.

Finalmente, se intent6 evaluar por esta técnica la existencia de equilibrios entre los
distintos estados de oligomerizacién, para completar los resultados del analisis por SEC
presentado en la Figura 3.6. En principio, si los equilibrios de oligomerizacion estuvieran
involucrados en el proceso de desnaturalizacion, podrian haberse observado varios saltos en
las curvas de desnaturalizacién térmica, correspondientes a transiciones graduales de
complejos de mayor cantidad de subunidades a menor cantidad de subunidades. Sin embargo,
este no fue el caso. Existen dos posibles explicaciones: o bien los distintos estados
oligoméricos presentan esencialmente el mismo contenido de estructura secundaria, de forma
tal que al desarmarse el tetramero se generan entidades que presentan la misma sefial de CD
y que por lo tanto no son distinguibles por esta técnica, o bien el proceso de desnaturalizacién
ocurre de manera cooperativa en un solo paso, de tetrdmero a monémero. Para ahondar en
este punto, se registraron espectros de CD de diluciones sucesivas, de manera analoga al

analisis realizado por SEC. Los resultados se muestran en la Figura 3.11.
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Figura 3.11: Analisis de equilibrios de oligomerizacion de Bcy1 (1-50) por dicroismo circular.

(A) Espectros de CD en el UV lejano de diluciones seriadas preparadas a partir de una muestra de Bcy1
(1-50) 100 pM registrados en buffer PBS a 252 C. (B) Intensidad de la sefial de CD a 223 nm
normalizada por la intensidad de la sefial de CD a 209 nm, calculado para las mismas muestras del
panel (A).

En primer lugar, se aprecia que en el rango de concentraciones evaluadas, el aspecto
general de los espectros es muy similar para todas las muestras, correspondiente a
estructuras predominantemente a-helicoidales, lo que indica que la estructura secundaria de
la proteina no se ve notablemente alterada como consecuencia de la dilucién (Figura 3.11
(A)). Sin embargo, existen diferencias cualitativas sutiles en los espectros que no se observan

claramente a simple vista.

A efectos de poner en evidencia estas diferencias, se grafico el cociente de las sefiales
correspondientes a los dos minimos de los espectros (209 y 223 nm) en funcién de la
concentracion (Figura 3.11 (B)). Como puede observarse, para concentraciones de
aproximadamente entre 10 y 100 uM el cociente es el mismo, lo que indica que los espectros
son cualitativamente idénticos. Por el contrario, para las dos muestras mas diluidas se

invierte la intensidad relativa de los picos. Este cambio cualitativo en los espectros podria ser

Pagina | 129



Capitulo 3 Estructura en solucion del dominio D/D de Bcy1

indicativo de un cambio estructural, que presumiblemente se encuentra asociado a un cambio

en el estado de oligomerizacion para estas diluciones.

Estas observaciones podrian encontrarse en consonancia con los resultados de las
diluciones sucesivas seguidas por SEC. Como se observa en la Figura 3.6, los cambios mas
significativos en el Ve de la muestra se observan al pasar de 25 uM a 12,5 pM, y aun en mayor
medida de ésta ultima a la 6,25 pM. Estas observaciones sugieren que a concentraciones
menores a 10 uM las especies de menor cantidad de subunidades que el tetrdmero podrian

volverse apreciables en condiciones in vitro.

Propiedades hidrodinamicas de Bcy1 (1-50)

Como segunda etapa de la caracterizacién estructural de Bcyl (1-50) en solucion, se
determinaron parametros hidrodindmicos caracteristicos que son informativos de la
estructura global de la molécula (es decir, de su forma y de sus dimensiones moleculares): el
radio de Stokes (Rs), el coeficiente de sedimentacién a 202 C en agua (Szow), €l cociente
friccional (£/fmin), €l radio de giro (Rg), y la maxima distancia lineal de la particula (Dmax)
(estos parametros se resumen en la Tabla 3.1 mas adelante). Para detalles sobre la
informacion que proporcionan estos parametros y sobre la manera de calcularlos, consultar la

Introducciéon metodologica.

Se define el Rs como el radio de una esfera hidratada que presenta las mismas
propiedades hidrodinamicas que la molécula. Para estimar el Rs de Bcy1 (1-50) se utilizé SEC,
aprovechando que esta técnica forma parte del protocolo de purificacién. Existe una
correlacion lineal entre la posicion del pico correspondiente a una determinada proteina en el
cromatograma (representada por la constante de particidn, Kav), y su Rs. Por lo tanto, se
calibré la columna segun el cromatograma de la Figura 3.5, utilizando los Rs conocidos para
los estandares, junto con compuestos que permiten conocer el volumen excluido (Vo) y el
volumen total (Vi) de la columna, que son necesarios para el calculo del Kav. En la Figura 3.12

se muestra la curva de calibracion. Se obtuvo un valor de Rs = 2,3 nm.
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Figura 3.12: Determinacion del R, de Bcy1 (1-50).

El cromatograma de la Figura 3.1 fue calibrado utilizando los siguientes estdndares: BSA (Rs = 3,55
nm), ovoalbimina (Rs = 2,8 nm), a-quimiotripsina (Rs = 2,09 nm) y citocromo C (Rs = 1,7 nm). Se
define la constante de particién como K.y = (Ve - Vo)/(V: - Vo), donde V. es el volumen de eluciéon de
cada proteina, y Vo y V: son los volimenes excluido y total de la columna respectivamente. Se indican
en puntos negros los datos de los estdndares, y con un punto gris el valor correspondiente a la
muestra. La ecuacion del ajuste es: [-log Kav]1/2 = 0,2153 Rs + 0,3196 (R%z = 0,9995). V. para Bcy1 (1-
50) fue de 11,0 mL, lo que corresponde a [-log Kav]1/2= 0,81,y a Rs = 2,3 nm.

Por otro lado, se calculé el radio de la minima esfera no hidratada capaz de contener la
masa de la proteina, Rmin, segin la Ecuacién 3.6. El valor obtenido fue de 1,89 nm,
considerando que Bcyl (1-50) es un tetramero en solucién (MM = 23560 Da). A partir de
estos dos valores, se estim6 el cociente friccional £/%,i» como el cociente de los dos radios, de
acuerdo a la Ecuacién 3.9, obteniéndose de esta manera un valor de 1,22. Este parametro se
encuentra tabulado para una gran cantidad de proteinas de estructura conocida, y se ha
observado que su valor es indicativo de la globularidad de 1a molécula en solucion [3].El valor
obtenido se encuentra dentro de los valores comunes para proteinas globulares (1,2/1,3), lo
cual es indicativo de que Bcyl (1-50) en su forma tetramérica presenta una estructura

globular en solucion.

En segundo lugar, se procedio a la estimacion del Szow de Bcyl (1-50) utilizando

ultracentrifugacion analitica en gradiente de sacarosa. Este parametro es indicativo de la
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velocidad de migracién de la proteina a través del gradiente, y constituye un método
alternativo para estimar el cociente friccional. Adicionalmente, en combinaciéon con el Ry,

permite estimar la MM de la proteina en solucion [4] (ver mas adelante).

La técnica consiste en sembrar una soluciéon que contiene las proteinas estandar y la
muestra en la parte superior de un tubo en el que se ha formado el gradiente, y
posteriormente utilizar una ultracentrifuga analitica para forzar a las moléculas a moverse a
través del mismo. Una vez finalizada la centrifugacion, el gradiente se fracciona, y se analizan
las proteinas presentes en cada fraccidon por SDS-PAGE. De manera analoga a lo discutido para
el Rs y SEC, existe una correlacion lineal entre la posiciéon de las distintas proteinas en el
gradiente y su Szow. Cabe aclarar que, pese a que los experimentos no se realizan en
condiciones estandar (es decir, en agua a 202 C), bajo ciertas suposiciones es posible de todas
maneras calcular el Szow de la muestra por calibracion directa, utilizando los valores de Szow
de las proteinas estdndar, que se encuentran tipicamente tabulados. Este andlisis es valido
siempre que todas las proteinas utilizadas (incluyendo la muestra) puedan considerarse
aproximadamente globulares, y de volumenes parciales especificos similares [29]. Como ya se
discutié en los parrafos anteriores, Bcyl (1-50) resulta ser globular a juzgar por su valor de
{/fmin, y como todas las proteinas estdndar se encuentran bien caracterizadas

estructuralmente y son globulares a su vez (ver Tabla 3.S.1), este abordaje resulta apropiado.

En la Figura 3.13 se muestran los resultados obtenidos para los experimentos de
centrifugacion, que fueron realizados en condiciones similares de buffer y concentracién de
proteina a las de los experimentos anteriores. Bcyl (1-50) fue fraccionada en un solo pico,
correspondiente a un valor de Szow = 2,4 S. Por otro lado, se estimé el maximo coeficiente de
sedimentacion posible para una proteina de la MM de Bcy1 (1-50) tetramérica de acuerdo a la
Ecuacion 3.8. El valor obtenido fue de Smax = 2,97 S. A partir de estos dos valores, se obtuvo
una segunda estimacion del £/7.» de acuerdo a la Ecuacidn 3.9, obteniéndose de esta manera
un valor de 1,24, el cual se encuentra en absoluta concordancia con el valor obtenido por SEC

(1,22).
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Figura 3.13: Determinacion del S,,,, de Bcy1 (1-50).

En la parte superior de un gradiente de sacarosa 5%-20% construido en buffer PBS se sembraron 200
uL del mismo buffer conteniendo 100 uM de Bcyl (1-50) y cantidades adecuadas de las proteinas
estandar para poder ser visualizadas. La centrifugacion se desarroll6 a 4° C, y posteriormente se
colectaron fracciones de aproximadamente 150 pL desde la parte inferior del gradiente. Las fracciones
fueron analizadas por SDS-PAGE 15% en buffer Tricina, y visualizadas por tincién con Coomassie Blue.
(A) Fracciones correspondientes a Bcyl (1-50). El panel superior corresponde a la imagen tal como
fue obtenida, mientras que el panel inferior muestra una imagen con atenuacion del fondo para
determinar con mayor facilidad la posicién de la proteina en el gradiente. (B) Curva de calibracién. Las
proteinas usadas fueron: catalasa (Szow = 11,3 S), BSA (S20w = 4,6 S), ovoalbimina (Szow = 3,6 S), y
citocromo C (Szow = 1,7 S). Se indican en puntos negros los datos de los estandares, y con un punto
gris el valor correspondiente a la muestra. La ecuacidn del ajuste es Szow = - 0,5425 (N2 de fraccién) +
15,6758 (R2 = 0,9992). El pico de Bcy1 (1-50) fue colectado entre las fracciones 24 y 25, por lo que se
le asigno el valor de 24,5 a su maximo, lo que corresponde a un Szow = 2,4 S.

Finalmente, se calculé la MM de Bcy1 (1-50) en solucién de acuerdo al método de Siegel y
Monty, mencionado anteriormente [4]; el método utiliza como datos el Rs y el Saow, y
proporciona una estimacion alternativa a la obtenida por SEC-SLS. Utilizando la Ecuacién 3.10,
se obtuvo un valor de MM = 23,2 kDa, lo que corresponde al MM de un tetrdmero con un error
de aproximadamente el 1,5 %, que se encuentra dentro del rango comtinmente aceptado para

este método [3], y en absoluta concordancia con los resultados de SEC-SLS.

Para completar esta parte de la caracterizacion estructural, se realizaron experimentos de
dispersion de rayos X a bajo angulo (SAXS). Como ya se sefalé en la Introduccion

metodoldgica, esta técnica permite obtener informaciéon estructural de baja resolucién de
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particulas en solucién, en términos de ciertos parametros que son informativos de sus
dimensiones moleculares (el radio de giro, Rg, y la maxima distancia lineal de la particula,
Dmax), y también en lo que respecta a su forma global (representada por su funciéon de
distribucién de distancias moleculares y por modelos de contorno generados a partir de la
curva de dispersion). La técnica consiste en hacer incidir un haz monocromatico de rayos X
sobre una muestra pura de la proteina en solucidn, y registrar la intensidad dispersada en
funcion del vector de onda Q; en este perfil de dispersion se encuentra codificada la

informacién estructural.

Dado que la intensidad de la sefial de SAXS depende (entre otros factores) de la MM de la
macromolécula, para una proteina relativamente pequefia como Bcyl (1-50) es necesario
utilizar concentraciones relativamente altas a efectos de obtener resultados de SAXS
confiables. Por lo tanto, no fue posible realizar los experimentos en las mismas
concentraciones que se vienen utilizando en el desarrollo del capitulo. Se registraron datos
para muestras 1,0 mM y 0,5 mM (es decir, 10 y 5 veces mas concentrada que para los
experimentos de SEC-SLS). Cabe mencionar que para estas concentraciones es esperable que
la formacién del tetrdmero se encuentre ain mas favorecida que antes, por lo que en principio
no existiria ambigiiedad en cuanto a las formas oligoméricas presentes, dado que para las
muestras 100 uM ya existia solamente el tetrdmero en base a los experimentos de SEC-SLS.
Por otro lado, se trabajo en un buffer distinto al de los experimentos anteriores, dado que no
pudo emplearse PBS porque el fosfato resulta una interferencia importante en los

experimentos de dispersién de rayos X.

En primer lugar, se procedi6 a analizar la calidad de los datos; dado que ambas muestras
resultaron satisfactorias (ver Materiales y métodos), se decidi6 trabajar con la muestra mas
concentrada, que presenté mejor relacion sefial/ruido. Para un analisis apropiado por SAXS,
se requiere que las muestras sean monodispersas, sin efectos evidentes de agregaciéon o de
repulsion entre particulas; la técnica resulta muy sensible a estos dos efectos, dado que en
ambos casos se observan severas desviaciones en el perfil de dispersion a angulos bajos (ver
Figura 3.2 (A)). Se observa en la Figura 3.14 (A) que los datos no presentaron evidencias de
ninguno de estos efectos. Por otro lado, se realizd el analisis de Guinier, que consiste en
representar In [[(Q)] vs Q? (Figura 3.14 (B)); la linealidad de este grafico para valores de Q x
Rg menores a 1,3 es un requisito indispensable para el posterior analisis de los datos, dado
que es fuerte evidencia de la monodispersion de la muestra (ver Figura 3.2 (B)). El grafico de

Guinier resulto ser lineal hasta Q x Rg = 1,6. Como primera conclusion, se desprende de este
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analisis que tanto la muestra como los datos obtenidos son de buena calidad, y que por lo

tanto es valido obtener informacion estructural a partir de este conjunto de datos.
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Figura 3.14: Analisis preliminar de los datos de SAXS.

Los datos fueron colectados para una muestra purificada 1 mM de Bcyl (1-50) a 122 C en buffer
HEPES 25 mM, 50 mM NaCl, pH = 7. Luego de la integracion y de la sustracciéon de la contribucion
correspondiente al solvente, se obtuvo (A) el perfil de dispersion, y (B) el grafico de Guinier. Q es el
vector de onda (Q = 4msen68/2, donde 20 es el angulo que forma el haz dispersado con la normal, y A es
la longitud de onda del haz incidente) e I es la intensidad. El grafico de Guinier corresponde a la region
Q xR; < 1,6 (Q < 0,9 nm1). Los dos graficos fueron corregidos por slit-smearing effects como se
describe en la Introducciéon metodoldgica. Los puntos en el grafico de Guinier representan los datos
experimentales, mientras que la linea so6lida representa el ajuste de la recta In[I(Q)] = -2,1431 -
0,9865Q2 (Rz = 0,9912); la ordenada al origen es In [Io] y la pendiente es -1/3 Rg2.

De la pendiente de esta recta se obtuvo un valor para el radio de giro, que es una medida
de la distribucién de masa de la molécula (R; = 1,72 nm) y un valor para la intensidad
dispersada a dngulo 0, que es proporciona a la MM de la molécula en solucién (Io = 0,117).
(Para una descripcibn mas rigurosa de estos parametros, consultar la Introduccion

metodoldgica).

Luego de verificada la calidad de los datos, se procedi6 a computar la funciéon de
distribucién de distancias (P(r)) de la molécula en solucién (Figura 3.15). Esta funcién puede

interpretarse como un histograma de distancias intramoleculares, que es informativo de la
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forma de la molécula (ver Figura 3.3). La funcion P(r) fue calculada a partir del perfil de
dispersién de la Figura 3.14 (A) mediante el método indirecto de transformada de Fourier

implementado en el programa GNOM [10].

La funciéon P(r) presenta una forma de campana muy caracteristica de proteinas
compactas y globulares en solucion, sin asimetrias evidentes. La maxima distancia entre dos
puntos cualesquiera de la particula, Dmax, corresponde al valor de r para el cual la curva cae a
cero, como se indica en la Figura 3.15; este valor fue de 5,5 nm. Por otro lado, el método
permite obtener una estimacion mas exacta del Rg y de la Ip que la que proporciona el analisis
de Guinier, dado que en este caso se utiliza el conjunto completo de datos, a diferencia del
segundo, que solamente considera los datos correspondientes a valores bajos de Q (que
corresponden al rango en el cual es valida la aproximacion de Guinier). Estos dos parametros
pueden calcularse por definiciéon a partir del histograma como se indica en la Introducciéon
metodolégica; los valores obtenidos fueron: R = 1,83 nm (ligeramente superior al obtenido

por la aproximacion de Guinier) e Io = 0,116 (muy similar al anterior).
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Figura 3.15: Funcion de distribucion de distancias de Bcy1 (1-50).

La funcién P(r) se calcul6 utilizando el perfil de dispersion de la Figura 3.14 (A) con una Dmax = 5,5 nm.
El método de célculo corrige los slit-smearing effects, como se explica en la Introduccion metodolégica.
La desviacion estandar de los puntos es menor que el tamafio de los simbolos, por lo que no se

muestra.
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Asi como el cociente friccional £/fni» permite obtener informacion acerca de la forma de la
molécula en solucion, el valor del cociente Rg/Rs esperado para proteinas globulares es de
aproximadamente 0,775 [30]. El valor obtenido para Bcyl (1-50) es de 1,83 nm/2,3 nm =

0,796, lo que resulta muy cercano al valor esperado.

Como se menciondé en la introduccién metodolégica, ademas de los parametros
relacionados con la dimensién de la macromolécula y la informacién acerca de su forma, SAXS
permite obtener informacidn acerca del estado oligomérico de una proteina en solucion, dado
que la Ip es proporcional a la MM. Sin embargo, este abordaje requiere de una estimacion
precisa de la concentracion de la proteina, y para proteinas dificiles de cuantificar y de baja
MM, la diferencia entre la MM de las distintas formas puede no ser suficiente como para ser
diferenciadas. Efectivamente, en este trabajo no se pudo determinar con precision la MM de
Bcy1 (1-50) en solucion por este método dado que, ademas de presentar una baja MM (5890
Da), la molécula es dificil de cuantificar con exactitud, dado que al no contener residuos de

triptofano su absortividad molar es muy baja.

Modelo estructural del tetramero Becyl (1-50)

Para concluir la caracterizacién estructural, se construy6 un modelo del tetramero de
Bcy1l (1-50) utilizando la informaciéon experimental disponible. Para ello, se trabaj6é bajo la
premisa de que la estructura clasica de los dominios D/D diméricos de mamiferos debe
encontrarse subyacente en la estructura del tetrdmero. Esta idea se desprende de numerosas
evidencias recopiladas en este capitulo y en el anterior: los experimentos de CD revelaron que
Bcyl (1-50) presenta un alto contenido de o-hélice al igual que los dominios D/D de
mamiferos (Figura 3.10), las predicciones de estructura secundaria sugirieron la existencia de
un motivo hélice-giro-hélice, tipico de los dominios D/D de mamiferos, en esta regién de la
molécula (Figura 2.1), y finalmente el andlisis comparativo de las secuencias de los dominios
D/D revel6 que el ndcleo de aminoacidos hidrofébicos que son cruciales para determinar la
estructura de los dominios D/D diméricos de mamiferos se encuentra presente en Bcyl (1-
50) (Figura 2.1).

En consecuencia, el tetramero fue concebido como un “dimero de dimeros”. La estrategia
consistio en generar en primer lugar un modelo por homologia del dimero Bcyl (1-50)
utilizando como templados las estructuras disponibles de los dominios D/D de mamiferos, y

posteriormente utilizar este modelo dimérico como templado para generar modelos posibles
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del tetramero utilizando métodos de docking. Finalmente, se aprovech6 la informacion
experimental disponible (principalmente los resultados de SAXS) para seleccionar, de entre

los modelos tetraméricos generados, el mas representativo de la estructura real en solucidn.

El modelo del dimero fue generado con el programa MODELLER [31]. Este programa
toma como inputla secuencia de la proteina cuyo modelo se quiere construir (target), el o los
archivos pdb correspondiente/s a la/s estructura/s de alta resoluciéon de las proteinas
relacionadas que serviran como molde para la construccién del modelo (templados), y un
alineamiento de las secuencias de ambas. A partir de esta informacién, el programa
basicamente superpone la secuencia del target a la estructura del templado, cuidando de

satisfacer ciertas restricciones.

Para generar el modelo del dimero Bcyl (1-50), se utilizaron como templados las
estructuras cristalina y en solucién del dominio D/D de la subunidad Rlla. Se eligi6 este
templado dado que, como se sefnalé en el Capitulo 2, el dominio D/D de Bcyl comparte mas
caracteristicas con éste que con el dominio D/D de Rla. Posteriormente, los modelos fueron
sometidos a refinamiento y la calidad de los modelos resultantes fue evaluada utilizando

numerosos programas (ver Materiales y métodos para mas detalles).

Pese a que la similitud entre las secuencias de los dominios D/D de Bcyl y Rlla no es
demasiado elevada (38%), el modelo es bastante confiable debido a que las caracteristicas
estructurales mas distintivas de estos dominios si se encuentran bien conservadas, como ya se
discutié en el Capitulo 2; reforzando esta idea, también se comenté que los dominios D/D de
Rla y Rlla alinean estructuralmente muy bien pese a presentar una baja similitud de

secuencia (35%) [32].
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Figura 3.16: Modelo dimérico de Bcy1 (1-50).

La estructura del modelo del dimero Bcyl (1-50) (paneles de la izquierda) y el modelo atémico de la
estructura en solucion del dominio D/D de Rlla obtenido por NMR (pdb: 1R2A) (paneles de la
derecha) se muestran en diagrama de cintas. Las cadenas se representan en diferentes colores por
claridad (Bcyl: violeta y amarillo, Rlla: naranja y azul), y se indican también los extremos N y C
terminales de cada una de las cadenas. Los paneles superiores muestran una vista de la superficie
expuesta al solvente que constituye el sitio de uniéon a AKAPs, mientras que los paneles inferiores se
encuentran rotados 902 respecto del eje x para mostrar el nicleo de aminoacidos hidrofébicos
involucrados en la dimerizacion. Los residuos hidrofébicos mas importantes que constituyen este
nucleo se muestran como lineas en los paneles inferiores, en turquesa para Bcy1 y en verde para Rlla.

La distribucion de elementos de estructura secundaria en el modelo es similar a la del
dominio D/D de Rlla, y coincide con los resultados de las predicciones del Capitulo 2; la
principal diferencia entre ambas, como ya se discutid en ese capitulo, se localiza hacia el final
de la hélice 2, donde se modelaron dos giros adicionales en Bcyl (1-50) (Figura 3.16). El

modelo muestra un nicleo bien definido de residuos hidrofébicos en la interfaz entre los dos
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mondémeros, similar al del dominio D/D de Rlla, que contiene principalmente residuos

aromaticos.

Para generar el modelo del tetramero, se utilizé el servidor automatizado de docking de
proteinas ClusPro [33]. Este programa genera, para un receptor y un ligando, un cierto
numero de modelos del complejo entre ambos (del orden de 100), que son clasificados en
distintas categorias en funcién del tipo de interacciones intermoleculares predominantes
entre las unidades que lo conforman (electrostatico, hidrofébico, Van der
Waals/electrostatico, equilibrado). El usuario debe posteriormente seleccionar en base a
informacion experimental u otro tipo de criterios cudles de esos posibles complejos resultan
biolégicamente relevantes. Al igual que la mayoria de los métodos de docking, el algoritmo
consiste en dividir el espacio en una grilla tridimensional, sobre la cual se evaldan un elevado
numero de rotaciones y traslaciones del ligando respecto del receptor, que se mantiene fijo;
de esta manera, se genera un altisimo nimero (del orden de 107) de potenciales complejos. A
continuacion, el programa utiliza distintas funciones de scoring para evaluar la calidad de los
complejos resultantes y seleccionar los mejores; estas funciones tipicamente tienen en cuenta
la complementariedad entre las superficies de los dos componentes del complejo, en términos
de sus superficies de Van der Waals, junto con otros factores que pueden incluir las energias

de desolvatacion de los componentes asociadas a la formacion del complejo.

El modelo del dimero de Bcyl (1-50) fue proporcionado como input para el programa
como receptor y como ligando; el servidor generdé 93 modelos que exhibieron una amplia
diversidad de estructuras como consecuencia de las diferentes orientaciones relativas de los
dimeros en cada uno de ellos. Para seleccionar los modelos mdas representativos de la
estructura real en solucion, se aproveché la informacién experimental de SAXS, dado que de
las técnicas utilizadas resulta la mas informativa en cuanto a la forma de las moléculas en
solucion. Por lo tanto, se llev6 a cabo un protocolo de seleccion para seleccionar los modelos

que mejor concordancia presentaran con los datos experimentales de SAXS.

Los modelos fueron enviados al servidor FoXS [34]; este programa permite calcular
rapidamente perfiles tedricos de SAXS de proteinas a partir de sus archivos pdb, y
compararlos con los datos experimentales. El servidor proporciona un parametro de bondad
del ajuste de los datos tedricos del modelo a los experimentales (x?), y ademas una estimacion

del R, de la estructura contenida en el archivo pdb. Dado que muchos modelos presentaron
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estructuras poco compactas como consecuencia de la orientacién relativa de los dimeros, sus
Rg resultaron anormalmente altos en comparacion con el dato experimental (1,83 nm); por lo
tanto, se decidi6 seleccionar un valor de corte de Rg = 1,9 nm, y se descartaron los 48 modelos
que presentaron valores de Rg mas altos que el corte. De los 45 modelos restantes, aquel cuyo
perfil tedérico de SAXS ajusté mejor a los datos experimentales de acuerdo al criterio
proporcionado por FoXS, fue seleccionado como el mas representativo de la estructura en
solucién; se obtuvo un valor de x2 = 1,83 para el mejor modelo (Figura 3.17 (A)), lo que es
indicativo de la buena concordancia entre ambos conjuntos de datos (tipicamente, el ajuste se

considera razonable para x? < 2).

Como ya se sefialé en la Introducciéon metodolégica, SAXS permite obtener modelos del
contorno de la macromolécula en solucion. Un segundo nivel de validacién consistié en la
comparacién del modelo atémico generado por ClusPro con el modelo de la forma global
proporcionado por SAXS. Para construirlo, se utiliz6 el método ab initio implementado en el
programa DAMMIF [13], del paquete de andlisis de datos de SAXS ATSAS [11] (para detalles
sobre el funcionamiento del programa consultar la Introduccién metodoldgica). Este
programa utiliza como inputla funcién P(r) de la particula generada por GNOM [10] a partir
del perfil de dispersion de SAXS, y opcionalmente informacién adicional acerca de la simetria

de la particula; en este caso, se selecciond la simetria P4 (tetramero).

Se generaron 20 modelos de contorno, que presentaron formas globales similares. De
manera analoga a como se procedio6 para la seleccion del modelo de ClusPro mas adecuado, se
eligié el que mejor ajusto a los datos experimentales de SAXS; para ello se utilizé nuevamente
el servidor FoXS, que también permite computar el perfil de dispersion tedrico para este tipo
de estructuras. El ajuste del perfil del mejor modelo a los datos experimentales resulté
satisfactorio (x> = 1,86) (Figura 3.17 (A)). El modelo final presenta una forma
aproximadamente cilindrica, ligeramente alargada en la direccién de 1a Dmax (Figura 3.17 (B)).
Cabe aclarar que los detalles que pueden observarse acerca de la rugosidad de la superficie no
son informativos, dado que la resolucion de la técnica de SAXS (que se estima como d =
27/ Qmax, donde Qmax es el maximo valor que toma el vector de onda para el conjunto de datos;
en este caso, d ~ 3 nm) no permite obtener esa informacion; los detalles que se observan

solamente son consecuencia de la forma elegida para representar la molécula.
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Figura 3.17: Validacion de los modelos del tetramero Bey1 (1-50).

(A) Perfil experimental de SAXS de Bcyl (1-50) corregido por slit-smearing effects (puntos blancos),
superpuesto con la curva teérica de los modelos atomico (linea roja; x2 = 1,83) y de contorno (linea
verde; x2 = 1,86). Los R, calculados a partir de las curvas tedricas de los dos modelos fueron 1,87 nm y
1,89 nm respectivamente. (B) Superposicion de los modelos de contorno (turquesa) y atémico
(diagrama de cintas amarillo) generada usando el programa SUPCOMB [35]. Se muestran dos vistas
para resaltar que el segundo se encuentra bien contenido en el primero; en la primera vista el modelo
de superficie se muestra solido, y en la segunda, trasltcido.

Finalmente, para comparar ambos modelos, se utiliz6 el programa SUPCOMB [35], que
permite encontrar la mejor superposiciéon espacial entre modelos atémicos y de contorno.
Como se observa en la Figura 3.17 (B), la superposiciéon entre los dos modelos resulta
bastante buena, dado que el modelo de contorno contiene casi en su totalidad al modelo

atémico.

El modelo del tetrdamero seleccionado de acuerdo al procedimiento descripto esta
dominado por interacciones de Van der Waals/electrostaticas entre las dos unidades
diméricas, de acuerdo con la clasificacién establecida por el servidor ClusPro. Es importante
mencionar que 4 modelos de esa misma categoria y con una orientacion relativa de los
dimeros muy similar se ubicaron entre los 10 mejores modelos de acuerdo al criterio de 2
proporcionado por FoXS. Por el contrario, los modelos dominados por otros tipos de

interacciones que también presentaron un buen ajuste a los datos experimentales resultaron
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ser unicos en cuanto a su plegamiento. El hecho de que se hayan identificado varios modelos
similares dominados por el mismo tipo de interacciones refuerza la idea de que estos modelos

son los mas representativos de la estructura real en solucion.

Si bien estos modelos no resultan éptimos para obtener informacién estructural acerca de
interacciones puntuales, algunas caracteristicas generales si pueden ser analizadas. Los dos
dimeros que constituyen el tetrdmero interactiian a través de la cara expuesta al solvente de
la hélice 2 de los dos mondmeros que los constituyen (Figura 3.18; panel de la izquierda), y se
encuentran alineados de forma antiparalela mediante un arreglo simétrico (en otras palabras,
el extremo N-terminal de la hélice 2 de una de las cadenas de uno de los dimeros se encuentra
alineado con el extremo C-terminal de la hélice 2 de una de las cadenas del otro dimero)
(Figura 3.18; panel de la derecha). Mas aun, consistentemente con la clasificaciéon de este
modelo proporcionada por el servidor ClusPro, puede observarse que numerosos residuos
polares y cargados se acumulan en el centro de este nucleo de 4 hélices; esto contrasta con los

nucleos de residuos hidrofébicos que sostienen a los dimeros en si mismos (ver Figura 3.16).

En base a este modelo, es posible concebir la idea de una Bcyl WT tetramérica en la cual
el nucleo formado por los dominios D/D diméricos yace en el centro de la estructura, y los
linkers de las cuatro subunidades irradian hacia el exterior desde el extremo C-terminal del
segmento (1-50) de cada cadena (Figura 3.18, panel de la derecha). Finalmente, es interesante
destacar que en estos modelos las posibles superficies de uniéon a AKAPs de cada uno de los
dimeros que conforman el tetrdamero permanecen expuestas al solvente, con sus caras
apuntando hacia lados opuestos del complejo (ver por ejemplo las superficies generadas por
las dos hélices N-terminales de cada dimero en la Figura 3.18, panel de la izquierda). Mas aun,
como consecuencia de la naturaleza tetramérica de esta proteina, existen dos de estas
superficies por cada complejo (a diferencia de lo que ocurre en las subunidades R diméricas
de mamiferos), y se forman nuevas superficies expuestas al solvente en los sitios en los que

los dos dimeros entran en contacto, que podrian proporcionar nuevos sitios de interaccion.
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Figura 3.18: Modelo tetramérico de Bey1 (1-50).

Se muestran en diagramas de cintas dos vistas del modelo del tetramero Bcy1 (1-50). Los dos dimeros
que constituyen el tetrdmero se encuentran coloreados en rosa y blanco, y los extremos N y C
terminales de cada una de las cadenas se encuentran indicados con la numeracién para cada una de las
cadenas en subindice. Los residuos polares y cargados que yacen en la interfaz de tetramerizacién se
muestran explicitamente como lineas segun el c6digo de colores cominmente aceptado (verde: polar,
no cargado; rojo: acido; azul: basico). El panel de la izquierda muestra el arreglo de las cuatro hélices 2
que constituyen el nucleo de tetramerizacion. El panel de la derecha se encuentra rotado 902
alrededor del eje y respecto del anterior, para mostrar con mayor claridad las caracteristicas de los
aminoacidos que se encuentran en esa interfaz.

Comparacion de parametros hidrodinamicos de dominios D/D

Finalmente, para completar la caracterizaciéon estructural, se procedi6 a comparar los
distintos parametros obtenidos experimentalmente en las ultimas secciones para Bcy1 (1-50)
con los correspondientes a los modelos de dimero y tetrdmero, y a los dominios D/D de
mamiferos. Pese a que existen numerosas estructuras de alta resolucién para estos ultimos,
no se han reportado hasta el momento estas propiedades. Por lo tanto, se utiliz6 el programa
HYDROPRO [36] para computar estos pardmetros a partir de las estructuras de alta
resolucion; también se utilizo para obtener los correspondientes a los modelos dimérico y

tetramérico de Bcy1 (1-50).
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Este programa permite calcular una serie de propiedades hidrodindamicas utilizando
como /nput un archivo pdb correspondiente a la estructura de la molécula de interés. La
estrategia de calculo se basa en que las fuerzas friccionales que tienen lugar en la superficie de
las macromoléculas son las responsables del comportamiento hidrodindmico de la particula
en solucion; por lo tanto, lo que se necesita para computar las propiedades hidrodinamicas es
modelar la superficie [36]. Para ello, a partir del archivo de coordenadas atdmicas se genera
en primer lugar un modelo hidrodinamico de la particula reemplazando todos los &tomos por
esferas idénticas de un determinado radio, que se superponen entre ellas para ocupar todo el
espacio interior de la molécula; este modelo es una representacidon fiel del tamafio y la forma
de la molécula hidratada en soluciéon. En segundo lugar, este modelo se transforma en un
modelo de “cascara”, formado por esferas mas pequenas dispuestas sobre la superficie del
modelo anterior, que representan detalladamente el contorno de la molécula hidratada; a

partir de este modelo se computan las propiedades hidrodindmicas.

Un aspecto crucial del comportamiento hidrodinamico de las particulas es su hidratacidn;
este efecto es particularmente importante para las proteinas, dado que en solucién se
encuentran fuertemente hidratadas por una capa de una o dos moléculas de agua que, a los
fines practicos, pueden considerarse unidas constitutivamente a la molécula y, por lo tanto, en
lo que respecta al comportamiento hidrodindmico forman parte integra de la misma. Para
considerar este efecto, en este programa se elige el radio de las esferas de forma tal de
expandir el volumen del modelo atémico inicial; de esta manera, el modelo de cascara tiene un

volumen mayor al de la molécula aislada, lo que contempla los efectos de hidratacién.

Tabla 3.1: Propiedades hidrodinamicas de los dominios D/D de las subunidades R.

Molécula MM (kDa) Szom (S) R: (nm) £/ fin Ry (nm) Draax (M)
Bey1 (1-50) 232 (235)* 24=02% 23=01¢ 1,23 1,83 001" 55¢
D/D Alle © 12,0! 146003 215004 1361 1,59 + 0,03 5702
D/D Rllg ? 10,8' 1312002 216004 1411 1,63 + 0,04 6,005
Bey1 (1-50) medelo dimero ® 11,8! 1,46 2,09 1,341 1,58 59
Bey1 (1-50) modelo tetramero ' 23,6' 237001 258002 1,311 1,97 = 0,02 7202
(1,84 = 0,02)
Ribonucleasa A 13,71 2,0* 19! 1,20 148m
Quimiotripsindgeno A 2571 26k 200k 1,2% 1.81m
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a Calculada por el método de Siegel y Monty [4]; el valor entre paréntesis indica el resultado de SEC-
SLS.

b Determinado por ultracentrifugacién analitica en gradiente de sacarosa; se muestra la media de tres
experimentos independientes y su desvio estandar.

¢ Determinado por SEC; se muestra la media de tres experimentos independientes y su desvio
estandar.

d Calculado como el promedio de Smax/S20w (1,24) y Rs/Rmin (1,22).

e Determinados por SAXS. El error del Rq es proporcionado por el programa GNOM; la Dnay, al ser un
parametro proporcionado por el usuario, no tiene error asociado.

fLas MM teoricas fueron determinadas a partir de la secuencia de aminoacidos de las proteinas.

g8 Szow, Rs, Rg y Dmax para las estructuras de alta resolucion en soluciéon de los dominios D/D de las
subunidades R de mamiferos fueron calculados para cada uno de los modelos contenidos en los
archivos pdb (2EZW para Rla y 1R2A para Rlla) utilizando el programa HYDROPRO [36] con los
pardmetros por defecto, y el resultado presentado como la media de todos los modelos con su desvio
estandar.

h S20w, Rs, Rg ¥ Dmax para el modelo dimérico de Bcy1 (1-50) fueron calculados utilizando el programa
HYDROPRO [36] con los parametros por defecto

i S20w, Rs, Rg y Dmax para el modelo tetramérico de Bcy1 (1-50) fueron calculados para cada uno de los
mejores 4 modelos que presentaron una estructura similar utilizando el programa HYDROPRO [36]
con los pardmetros por defecto, y el resultado presentado como la media de todos los modelos con su
desvio estandar. El valor entre paréntesis para el R; corresponde al estimado por FoXS (cita),
expresado como la media de los 4 modelos con su desvio estandar.

j Calculados como el promedio de Smax/Sz0w ¥ Rs/Rmin.

k[3].

1[37].

m [36].

n Calculado como Rs/Rmin.

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados de los parametros hidrodindmicos
experimentales obtenidos para Bcyl (1-50), junto con los calculados para los modelos de
dimero y tetramero, y para los dominios D/D de las subunidades R de mamiferos, a partir de
los archivos pdb de cada una de las estructuras; también se muestran como comparacion los
pardmetros correspondientes a la ribonucleasa A y al quimiotripsinégeno A, dos proteinas de
MM similar a los dominios D/D diméricos de las subunidades R de mamiferos, y al tetramero

de Bcy1 (1-50) respectivamente.

En primer lugar se observa que, en lineas generales, los parametros correspondientes al
modelo del tetramero Bcyl (1-50) concuerdan con los valores experimentales,
proporcionando nueva evidencia acerca de la validez del modelo. En particular, el valor del
S20w del modelo se encuentra en excelente acuerdo con el valor experimental, mientras que el

Rs del modelo resulta algo superior al valor experimental. Por otro lado, el R presenta algunas
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diferencias dependiendo de si el calculo fue efectuado con FoXS o con HYDROPRO, dado que
los dos algoritmos utilizan distintos tratamientos de la capa de hidrataciéon de la proteina
[34]: el Rg proporcionado por FoXS concuerda muy bien con el valor experimental, mientras
que el Rg proporcionado por HYDROPRO es un poco mas elevado. Las discrepancias entre los
valores calculados para el modelo y el valor experimental para estos parametros pueden
deberse, ademas de a imprecisiones en los calculos, a un empaquetamiento imperfecto de los
dos dimeros que conforman el tetramero como consecuencia de errores en el modelo
dimérico, generando de esta manera un tetramero menos compacto que la estructura real,

caracterizado por lo tanto por valores de los parametros hidrodinamicos mayores a los reales.

Finalmente, el parametro del modelo que presenta mayor discrepancia con el valor
experimental es la Dmax. En primer lugar cabe destacar que, de todos los parametros
calculados por HYDROPRO, este fue el que presenté mayor variabilidad. Durante los calculos
se observé que para los dominios D/D de las subunidades R de mamiferos, la Dmax dependia
marcadamente de la disposicion de los extremos N-terminales desestructurados que
preceden a la hélice 1; estos segmentos adoptan multiples conformaciones en los diferentes
modelos obtenidos por NMR (notar el valor del desvio estandar para el D/D de Rlla). Por la
forma en que se construy6 el modelo de Bcyl (1-50), la conformacién de esta region de la
molécula no fue tenida en demasiada consideracidn, por lo que representa una posible fuente
de error en la Dmax. Por otro lado, es posible que el valor experimental de la Dmax de Becy1 (1-
50) (5,5 nm) se encuentre ligeramente subestimado; una evidencia de esto es que el modelo
generado ab initio a partir de los datos de SAXS utilizando el programa DAMMIF (ver Figura

3.17) present6 una Dmax = 6 nm.

Como era esperable, los parametros calculados para los dominios D/D de las subunidades
R de mamiferos resultaron muy similares a los correspondientes al modelo del dimero de
Bcyl (1-50) y, con la excepcion de la Dmax, menores en todos los casos que los
correspondientes al modelo tetramérico, lo que se encuentra en concordancia con la

estructura oligomérica de las distintas proteinas en solucion.

Finalmente, resulta interesante comparar el R; de todas las proteinas estudiadas con los
de otras proteinas globulares que se encuentran estructuralmente muy bien caracterizadas. El
Rg de los dominios D/D diméricos es muy similar al de la ribonucleasa A, que tiene una MM

similar a ellas; cabe destacar que, a juzgar por los valores de 7//fmi, los dominios D/D
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diméricos son algo mas elongados que la ribonucleasa, lo que se encuentra en concordancia
con el valor de R, ligeramente mas elevado para los primeros respecto de la segunda, pese a
tener una MM ligeramente inferior. En lo que respecta a Bcyl (1-50), su Rg resulta casi
idéntico al del quimiotripsin6geno A, otra proteina globular de MM similar; ambos son a su
vez mayores a los de las proteinas anteriores. Este analisis refleja de qué manera puede

emplearse el Rg como criterio de tamafo molecular.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este capitulo se demostrd la existencia de una subunidad R de la PKA con una
novedosa estructura tetramérica, en contraste con las subunidades R de mamiferos que son
diméricas. El tetramero de Bcyl se sostiene mediante la interaccion de los dominios D/D de
sus monomeros; el estado oligomérico de esa region de la molécula (el fragmento Bcyl (1-
50)), fue verificado por distintas técnicas, y se llevé a cabo una caracterizacidon exhaustiva de
su estructura en soluciéon. Se trata de un dominio altamente globular constituido
exclusivamente por a-hélices, en el que posiblemente se encuentre presente la estructura
clasica de los dominios D/D de mamiferos. Se reportaron las propiedades hidrodinamicas de
este fragmento y se construyé un modelo de su estructura en solucién, que se encuentra
fuertemente avalado por la evidencia experimental. El modelo sugiere que la interfaz de
tetramerizacion se encuentra constituida principalmente por residuos polares y cargados, en

contraste con la interfaz de dimerizacién, que esta dominada por aminoacidos hidrofébicos.

El estado oligomérico de Bcyl parece presentar un comportamiento dindmico en
solucidn, y al ser perturbado in vivo tiene efectos apreciables sobre el crecimiento de las
levaduras. Esto sugiere que la oligomerizacién de esta proteina podria constituir algin

mecanismo regulatorio de procesos fisiolégicos relevantes.

En el siguiente capitulo se describira la estructura cristalina de este fragmento, con el
objetivo de conocer en detalle los determinantes responsables de la tetramerizacién, para
poder asi analizar cudles son las caracteristicas distintivas del dominio D/D de Bcyl que
determinan que su estructura cuaternaria sea diferente de la de las subunidades R de

mamiferos.

Los resultados de este capitulo sugieren numerosas preguntas que no seran abordadas en
este trabajo pero que sirven de disparador para trabajos posteriores, relacionadas
principalmente con el rol fisiol6gico que desempefia la oligomerizacion de la subunidad R de
la PKA en . cerevisiae. Un primer paso para avanzar en esta direccion es el estudio del estado

oligomérico de Bcy1 in vivo, que serd abordado en los préximos afios en nuestro laboratorio.

Pagina | 149



Capitulo 3 Estructura en solucion del dominio D/D de Bcy1

MATERIALES Y METODOS

Cromatografia de exclusion molecular

Los cromatogramas se registraron en el mismo equipo y bajo las mismas condiciones
experimentales detalladas en el Capitulo 2 para las purificaciones de Bcyl (1-50). Para
estimar el Rs, la columna fue calibrada con proteinas de Rs conocido: BSA (3,55 nm),
ovoalbumina (2,80 nm), a-quimiotripsina (2,09 nm), y citocromo C (1,70 nm) (Figura 3.5.1);
todos los estandares fueron de Sigma. Se construy6 un grafico de (-log Kav)1/2 vs Rs, donde Kay
= (Ve - Vo)/(V: - Vo), donde V. es el volumen de eluciéon de la proteina, y Vo y V: son los
volumenes excluidos y total de la columna respectivamente. El Vo fue determinado usando
Blue Dextran, mientras que el V: fue determinado usando acetona. Para este tipo de
determinaciones, se inyectaron solamente 100 pL de Bcy1 (1-50) en la columna utilizando un

loop apropiado, para obtener mejor resolucién que en las purificaciones.

200 -

A 280 nm (mUA)

100 4

i |

3] a2 10 12 14
Volume (mL)

Figura 3.S.1: Cromatogramas de las proteinas utilizadas como estandares.

Se muestra en linea negra el pico correspondiente a Bcy1 (1-50), y en lineas grises los estandares; de
izquierda a derecha: BSA (el primer pico, que eluye con el Vo, corresponde a oligdmeros que se
observan siempre en las preparaciones de alta concentracidon de esta proteina, mientras que el pico
siguiente corresponde al monémero), ovoalbimina, a-quimiotripsina y citocromo C.
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Tabla 3.S.1: Propiedades hidrodinamicas de las proteinas utilizadas como estandares.

Proteina MM (kDa) R, (nm) Syow (S) 74/
Catalasa 230 (tetramero) 5,20 11,3 1,20
BSA 66,4 3,95 4,6 1,29
Ovoalbiimina 45 2,80 3,6 1,27
a- 25 2,09 2,6 1,21

Quimiotripsina

Citocromo ¢ 12,3 1,70 1,7 1,13

Fuente: [3].

Experimentos de dispersion estatica de la luz

Las MM promedio de Bcy1 (1-50) y Bcyl WT en solucién fueron determinadas utilizando
un detector de dispersion de la luz a 902 (LS) Precision Detectors PD2010 y un refractémetro
diferencial LKB 2142 (RI) conectados en tandem a un equipo HPLC. Las columnas utilizadas
fueron: Superdex-75 GL 10/300 para Bcy1 (1-50) y Superdex-200 GL 10/300 para Bcyl WT
(GE Healthcare). 100 pL de cada una de las proteinas purificadas fueron inyectados en la
columna utilizando un loop apropiado, y los cromatogramas fueron desarrollados en buffer
PBS (20 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH = 7,4) en condiciones isocraticas a un flujo de 0,4
mL/min a 202 C. La concentracién de las muestras fue de ~100 uM para Bcy1 (1-50) y ~20
uM para Bcy1l WT. Para cada uno de los detectores, a la sefial correspondiente al pico de cada
muestra se le sustrajo la correspondiente al buffer, y la MM en cada punto del cromatograma
fue calculada mediante el cociente LS/RI por comparacién de este valor con el que se obtuvo
para la BSA (MM = 66,5 kDa), utilizando el programa Discovery32 proporcionado por el

fabricante del equipo.

Experimentos de entrecruzamiento quimico

Los experimentos de entrecruzamiento quimico utilizados para evaluar el estado
oligomérico de Bcyl WT en su contexto celular se realizaron utilizando el mismo protocolo
detallado en el Capitulo 2, con la diferencia de que como fuente de proteina se utilizaron ~50

pg de proteina total contenidos en un extracto clarificado de la cepa 1115-BCY1 (para detalles
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sobre la cepa utilizada y sobre el procedimiento de obtencidn del extracto, ver Materiales y
meétodos del Capitulo 2). Una vez completada la reaccion de entrecruzamiento, los productos
se capturaron por incubacion con ~30 pg de resina de afinidad cAMP-agarosa; las proteinas se
separaron de la resina por incubacion con buffer de siembra de electroforesis y posterior
hervor, y fueron sembradas en un gel SDS-PAGE 10%. Las electroforesis se desarrollaron
como se indica en la seccién Materiales y métodos del Capitulo 2. Los productos de la reaccion
se analizaron por western blot utilizando un anticuerpo primario anti-Bcyl (Santa Cruz
Biotechnology) en una diluciéon 1:200 del stock, y un anticuerpo secundario conjugado a

peroxidasa anti-cabra (Sigma) en una dilucién 1:2000 del stock.

Construccion de la cepa 1115-Bcy1(1-50)

Para generar una construccion que permita expresar Bcyl (1-50) en levaduras, el
fragmento correspondiente a la proteina de fusiéon se subcloné a partir del vector pET32a-
Bcy1(1-50) (ver Materiales y métodos del Capitulo 2) entre los sitios EcoRI y HindlIII del
plasmido pYES2 (Figura 3.5.2).

GAL 1 promoter: bases 1451

T7 promoter/priming ste: bases 475484
Muttiple cloning ste: bases 501.-600

CYC1 transcription teminator: basas 608-856
pUC origin: bases 10381711

Ampicitiin resistance gene: bases 18562716 (C)
URA3 gene: bases 27343841 (C)

2 micron () ongin: beses 3845.-5316

1 origin: bases 5384.5839 (C)

(C) = complementary strand

SnaB |

Figura 3.S.2: Mapa del plasmido pYES2.

Pagina | 152



Capitulo 3 Estructura en solucion del dominio D/D de Bcy1

Para ello, se utilizaron como primerslos oligonucleétidos:
forward (5-GTAAGCTTATGAGCGATAAAATTATTCACCTG)
reverse: (5-GTGAATTCTTACCTGGCCTTGAGGAACG)

El clonado fue realizado por la compafiia Top Gene Technologies
(www.topgenetech.com). Posteriormente, el plasmido recombinante fue transformado en la
cepa de S. cerevisiae WT KT 1115 (ver Materiales y métodos del Capitulo 2) para generar la
cepa 1115-Bcy1(1-50), utilizando el método de acetato de litio [38]. La expresion del
fragmento fue verificada por western blot de extractos clarificados obtenidos a partir de
cultivos de esa cepa inducidos con galactosa (ver Materiales y métodos del Capitulo 2 para
detalles sobre las condiciones de cultivo), utilizando un anticuerpo primario dirigido contra el
tag de histidina (Genscript) en una dilucién 1:2000 del stock, y un anticuerpo secundario anti-
ratén conjugado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) en una diluciéon 1:1000 del stock

(Figura 3.5.3).

LY

Figura 3.S.3: Verificacion de la expresion de Bcy1(1-50) en levaduras.

Western blot revelado con anticuerpos anti-his de extractos clarificados de la cepa KT 1115 (segunda
calle) y 1115-Bcy1(1-50) (primera calle) luego de ser crecidas en galactosa para inducir la
sobreexpresion del fragmento de interés. Las MM de los marcadores de la calle 3 son (comenzando
desde arriba): 50 kDa, 35 kDa, 25 kDa, 20 kDa. La MM esperada para la proteina recombinante es 22,9
kDa.

Western blot

Las proteinas fueron transferidas de lo geles a membranas de nitrocelulosa durante 90

minutos a 90 V utilizando buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20%
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metanol). Las membranas fueron bloqueadas por incubacién durante 1 hora con buffer de
bloqueo (5% leche descremada, 0,05% Tween en buffer PBS) para evitar el pegado
inespecifico del anticuerpo a la membrana, e incubadas ON a 42 C con el anticuerpo primario
en buffer de bloqueo. Posteriormente, las membranas fueron lavadas con buffer de bloqueo y
luego con buffer PBS, e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo
secundario conjugado a peroxidasa, en buffer de bloqueo. Luego de la incubacién, las
membranas fueron lavadas con buffer de bloqueo y luego con buffer PBS. Finalmente, las
membranas fueron incubadas con el reactivo Luminol, y las bandas inmunoreactivas fueron
detectadas por quimioluminiscencia utilizando un analizador de imagenes Bio-Imaging

Analyzer Bas-1800II FUJIFILM.

Ensayos fenotipicos

Para las curvas de crecimiento, en primer lugar, se crecieron precultivos ON de las cepas
KT 1115 y 1115-Bcy1(1-50) en medio YPGal para generar masa celular; utilizando una
dilucién apropiada, se registré la ODesoo de los dos precultivos, y se inoculé en 100 mL del
mismo medio el volumen necesario de cada uno de ellos para generar una ODeoo inicial de
0,02 (aproximadamente 100 uL de inéculo). A partir de ese momento, las curvas de
crecimiento se siguieron monitoreando la ODgoo cada 2 horas, utilizando una dilucién del
cultivo que permitiera medir siempre un valor similar de ODsoo (aproximadamente 0,4). Dado
que las curvas se realizaron en un medio sin presion de seleccion, fue necesario verificar el
mantenimiento del pldsmido en la cepa transformada para garantizar la expresién del
fragmento recombinante. Para ello, se tomaron alicuotas correspondientes a cada punto de la
curva, y se sembraron en placas con medio SD sin uracilo (ver Materiales y métodos del
Capitulo 2 para una descripcién del medio). El pladsmido confiere la capacidad de sintetizar
uracilo a la cepa KT 1115 que es auxotrofica para este componente, y se observo que para
todos los puntos de la curva transformada la cepa fue capaz de crecer en el medio selectivo,

mientras que la WT no, confirmando el mantenimiento del plasmido.

Para los ensayos de heat shock, alicuotas de distintos momentos de las curvas de
crecimiento de las distintas cepas se sometieron a tratamiento a 372 C durante una hora, y
posteriormente se plaquearon en medio YPGal diluciones seriadas de las mismas para

apreciar las diferencias en la viabilidad.
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Para los ensayos de acumulacién de glucogeno, las cepas de interés se sembraron en
parches en placas de medio YPGal. Luego de crecer aproximadamente dos dias, se sometieron
a vapores de iodo, que permite detectar el glucogeno acumulado, y se registraron imagenes de

las placas. [39].

Espectropolarimetria de dicroismo circular

Los espectros de CD fueron registrados en el UV lejano (190-260 nm) utilizando un
espectropolarimetro Jasco J-815 equipado con un sistema de control de temperatura Peltier,
en una cubeta de cuarzo de 1 mm de camino dptico. Se utiliz6é una velocidad de escaneo de 50
nm/min y un ancho de banda espectral de 2 nm. Para cada muestra, se registraron 5 espectros
y el resultado fue presentado como el promedio de esas 5 mediciones para minimizar el ruido.
Los datos fueron registrados en buffer PBS (20 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH = 7,4). La

concentracion de proteina para estos experimentos fue del rango 10-100 pM.

Las curvas de desnaturalizacion térmica fueron registradas calentando las muestras a una
velocidad de 22 C/min, y monitoreando la elipticidad a 221 nm en funcién del tiempo, con un
ancho de banda espectral de 5 nm. Se utilizaron dos concentraciones de proteina: 13 uM y 63
uM, en buffer PBS. Las sefiales de cada muestra fueron normalizadas respecto de su valor de
elipticidad a la temperatura inicial para poder comparar ambas curvas. Dado que el proceso
de desnaturalizaciéon térmica resultdé ser reversible, la temperatura de melting (Tm) fue
calculada ajustando la siguiente ecuaciéon a la sefial normalizada, correspondiente a un

modelo de desnaturalizacién reversible de dos estados:

T—Tm
CD (T)=(N+bN.T)+ (IU+ bU.T)/(1 + exp (—

)

donde CD (T) es la elipticidad a 221 nm normalizada, T es la temperatura, IN e IU son las
sefiales normalizadas de los estados nativo y desplegado a 02 C respectivamente, bN y bU
representan la dependencia de esas sefales con la temperatura, y v es un factor geométrico

que considera la cooperatividad de las curvas.
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Ultracentrifugacion analitica en gradiente de sacarosa

Los experimentos se realizaron utilizando una ultracentrifuga Beckman Optima XL-90,
equipada con un rotor SW55 Ti de tipo swinging-bucket. Para cada experimento, 200 pL de
buffer PBS (20 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH = 7,4) conteniendo catalasa, BSA, ovoalbiimina y
citocromo C como marcadores, y Bcyl (1-50) 100 puM, fueron cargados en la parte superior de
un gradiente de 4,2 mL 5%-20% de sacarosa, preparado en el mismo buffer. El rotor fue
operado durante 18 horas a 42 C y 100.000 g. Luego de la centrifugacién, se colectaron
fracciones de 150 pL desde la parte inferior del gradiente y las proteinas en cada fracciéon
fueron analizadas por SDS-PAGE 10% con buffer glicina y SDS-PAGE 15% con buffer Tricina,
con tincion por Coomassie Blue. En la Figura 3.S.4 se muestran las fracciones que contienen a

los marcadores.

G Catalasa (8)
7 8 9
e e e BSA (20,5)

19 20 21 22

S N W W W Ovoalbumina (22,5)

20 21 22 23 24 25

—— — — w— w— = Cjtocromo C (25,5)
23 24 25 26 27 28

Figura 3.S.4: Determinacion de la posicion de los marcadores de S, en el gradiente.

Se muestran las imagenes de los geles correspondientes a las fracciones que contienen a cada uno de
los marcadores. En la derecha se indica la fraccidon correspondiente al maximo del pico de cada uno de
ellos, determinada por la intensidad de las bandas del gel.

Dispersion de Rayos X a bajo angulo

Para registrar los datos de SAXS, se utilizé un instrumento de haz colimado (10 mm)
SAXSess (Anton Paar), equipado con una fuente de radiacién CuKa (A = 1,54 A) y un detector
2D de tipo image plate. Se utilizaron muestras purificadas de Bcyl (1-50) de distintas
concentraciones en buffer HEPES 25 mM, 50 mM NaCl, pH = 7,0, que fueron colocadas en una

cubeta capilar de 50 pL a 122 C. Se evalud la variacion de los difractogramas en el tiempo para
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asegurar que no existieran efectos de dafio a la muestra; se observo que en los lapsos de
tiempo que duraron los experimentos los patrones no variaban significativamente. Los datos

finales fueron colectados durante 60 minutos.

El perfil de dispersion de rayos X de la proteina fue obtenido por sustracciéon del perfil del
buffer al de la muestra. Se estudiaron muestras de 3 mg/mL (50 mM) y 6 mg/mL (100 mM)
para descartar efectos de la concentracion de proteina. Ambos graficos de Guinier fueron
lineales en el rango Qmin - QxRg = 1,3, y la forma del perfil de dispersién de ambas muestras no
mostrd sefiales ni de agregacion ni efectos de repulsidon entre particulas. La intensidad a
angulo 0 (Io) result6 proporcional a la concentracion de la muestra, y el valor del Rg no resulto6
dependiente de la misma. Estas observaciones demuestran que ambos conjuntos de datos
resultaron de buena calidad; por lo tanto, se decidi6 trabajar con la muestra mas concentrada

que present6 mejor relacion sefial /ruido.

El grafico de Guinier presentado en los resultados fue construido manualmente como Ln
[1(Q)] vs Q? para un rango apropiado de Q, utilizando el conjunto de datos corregido por s/it-
smearing eftects. La funcién de distribucién de distancias de la particula, P(r), se obtuvo
utilizando el método numérico de transformada inversa de Fourier implementado en el
programa GNOM [10] del paquete de programas de andlisis de datos de SAXS ATSAS [11]. Este
programa corrige los datos por slit-smearing effects utilizando los parametros de la geometria
del haz incidente, que fueron: AH = 0,283 A1 y LH = 0,181 A-.. El programa proporciona,
ademas de la funcidén de distribucion de distancias de la particula, los parametros lo, Rg y Dmax.
Este ultimo es elegido por el usuario como input para el célculo; el método consiste en
ensayar distintos valores de Dmax, y elegir el que proporciona el mejor ajuste entre el perfil
experimental de SAXS y el perfil teérico calculado por transformada de Fourier de la funcién
P(r) “candidata”. Para evaluar la calidad del ajuste, se utilizan ciertos parametros estadisticos

que son proporcionados por el programa, junto con la inspeccién visual de la curva de P(r).

El modelo ab initio del contorno de la proteina en solucién fue construido utilizando el
programa DAMMIF [13], del mismo paquete de andlisis. Este programa toma como input la
funcién P(r) computada utilizando GNOM, e informacién sobre la simetria de la molécula (en
este caso, se utilizo una simetria de tipo P4, correspondiente a un tetramero). Mediante el
algoritmo explicado en la Introduccidon metodoldgica, el programa gener6 20 modelos. Se
selecciond el que proporcioné un mejor ajuste entre su perfil de dispersion teodrico,

computado con el programa FoXS [34], y el perfil experimental de SAXS.
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Construccion del modelo atomico del tetramero

El modelo por homologia del dimero de Bcyl (1-50) fue generado con el paquete
MODELLER [31], utilizando un alineamiento estructural de los aminoacidos (1-50) de Bcy1l
con las formas apo de los dominios D/D de Rlla (c6digos pdb: 1R2A (NMR), 1L6E (NMR) y
2IZY (cristal)), generado con el comando align2D implementado en el programa. Este
comando contempla informacién estructural de los templados para construir el alineamiento
(ver Materiales y métodos del Capitulo 2). Previamente, se ensayaron distintas combinaciones
de los templados y distintos alineamientos, y se compararon utilizando la funcién de scoring
GA341 proporcionada por el programa, que permite comparar modelos obtenidos en
diferentes tandas de modelado [31]. Se observé que el alineamiento que proporciona los
mejores modelos fue, por lejos, el generado con el comando align2D, y que en todos los casos
los modelos resultaron mejores cuando se utilizaron los tres templados simultdneamente. La

similitud de secuencia entre los templado y el targetes del 38%.

Para modelar los dos giros de a-hélice adicionales predichos para Bcy1 (1-50) en base al
analisis bioinformatico, se aproveché que la estructura correspondiente al pdb 2IZY presenta
casualmente dos giros helicoidales adicionales en esa misma regién, que no se observan en las
estructuras en solucién obtenidas por NMR, y que por lo tanto son un artificio de la
cristalizacion que se debe probablemente a la presencia de un tag de polihistidinas en el

extremo C-terminal de la construccion utilizada [32].

Se utilizé un script fabricado a partir de los ejemplos que ofrece el programa, que sirve
para construir modelos de proteinas oligoméricas a partir de multiples templados, con
imposicién de restricciones de simetria sobre las dos cadenas del dimero (considerando que
en las estructuras de los dominios D/D de mamiferos las dos cadenas son superponibles). Se
generaron 20 modelos, que fueron examinados por inspeccidén visual y ordenados de acuerdo
a la funcién de scoring DOPE proporcionada por el programa, que resulta la mas adecuada
para seleccionar los mejores modelos de una misma tanda de modelado [31]. Se analizé la
dependencia de la calidad de los modelos en base a esta funcién con la conformacién de los
segmentos desestructurados N-terminales, sin observarse ninguna correlacién. Los mejores
cuatro modelos fueron refinados utilizando el programa KoBaMIN [40], y se evalud la calidad
de los mismos antes y después del refinamiento como se indica en el siguiente parrafo, para

cotejar el éxito del mismo.
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Para evaluar la calidad de los modelos se utilizaron los servidores QMEAN [41] y PDBsum
[42]. Todos los modelos mostraron mejoras sustanciales en sus parametros de calidad
después del protocolo de refinamiento. El mejor modelo presenté 92,4% de sus aminoacidos
en las regiones mas favorables del grafico de Ramachandran, y ninguno en las regiones no
permitidas. La evaluacién del programa PROCHECK, que permite cotejar la calidad
estereoquimica del modelo [43], revelé que no hay ninglin factor G menor a -0,5, y que el
factor G global fue de 0,42 (este factor indica la calidad promedio de las longitudes de enlaces
y angulos; para que un modelo sea confiable, el factor G deberia ser superior a -0,5). Por otro
lado el score QMEAN proporciona una estimacion de la confiabilidad global de un modelo;
toma valores entre 0 y 1, y se espera que sea cercano a la unidad para buenos modelos. El
score del mejor modelo fue de 0,836, que es muy similar al de los templados. En conclusion, el
modelo resulté ser satisfactorio tanto desde el punto de vista de los estimadores globales

como del de los estimadores locales.

El modelo atémico de la estructura tetramérica se construy6 como se indica en la seccion
de Resultados y discusion. Brevemente, el modelo del dimero se utilizé como receptor y como
ligando en el programa automatizado de docking de proteinas ClusPro [33], implementado
online. El servidor gener6 93 modelos en total, que fueron posteriormente analizados para
seleccionar el mejor en base a su concordancia con la informacién experimental disponible. Es
importante mencionar que se ensayaron los cuatro mejores modelos del dimero generados
por homologia, tanto antes como después de su refinamiento, como 7/nputpara el programa de
docking, en casi todos los casos se obtuvieron resultados similares para el modelo del

tetramero luego del protocolo de seleccion.
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CAPITULO 4
ESTRUCTURA CRISTALINA DEL DOMINIO D/D DE BCY1

“So we lay in the black embrace
And the seed is sown in a Holy place

And I watched, and I waited for the dawn ”

Bruce Dickinson, “Revelations”






Capitulo 4 Estructura cristalina del dominio D/D de Bcy1

ANTECEDENTES

En los capitulos previos se reporto la existencia de una novedosa estructura tetramérica
para un dominio D/D de la subunidad R de la PKA, y mediante una combinacion de distintas

técnicas se logro obtener un panorama bastante completo de su estructura en solucion.

OBJETIVOS Y ABORDAJES UTILIZADOS

En este capitulo se describe el analisis de la estructura cristalina del tetramero Bcy1 (1-
50), utilizando como técnica principal la cristalografia de Rayos X, y una combinacién de
distintas herramientas bioinformaticas complementarias. Para llevar a cabo este andlisis, se

plantearon los siguientes objetivos especificos.

1) Obtener una estructura de alta resolucién para el tetrdmero Bcyl (1-50) mediante

cristalografia de Rayos X.

2) Comparar esta estructura con el modelo de la estructura en solucién y con la

informacion experimental obtenida mediante distintas técnicas en el Capitulo 3.

3) Analizar exhaustivamente la estructura del tetramero, e identificar los determinantes
estructurales que son responsables de la tetramerizacion. Comparar con los dominios D/D
diméricos de las subunidades R de mamiferos e identificar los elementos que determinan las

diferencias entre ambas en cuanto a sus estados oligoméricos.

4) Realizar un andlisis filogenético de dominios D/D de distintos organismos, a efectos de
identificar los determinantes mencionados, y especular con la posible existencia de

estructuras tetraméricas en otros organismos.
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INTRODUCCION METODOLOGICA

En esta seccion se describen brevemente los aspectos basicos de la técnica experimental
utilizada en este capitulo, la cristalografia de Rayos X, en base a [1, 2]. Para la seccion de

validacion de las estructuras, se utiliz6 principalmente [3].

Generalidades sobre la técnica

La resonancia magnética nuclear (NMR) y la cristalografia de rayos X de monocristal son
las dos técnicas experimentales que se utilizan actualmente para obtener modelos atémicos
tridimensionales de macromoléculas o complejos macromoleculares. La principal diferencia
entre ambas radica en que la primera técnica proporciona modelos de la estructura en
solucién, mientras que en la segunda las moléculas se encuentran en estado sélido. La
cristalografia de rayos X de monocristal es por lejos la técnica mas difundida en la actualidad:
al momento de la escritura de este trabajo, de las aproximadamente 100 000 estructuras

depositadas en el Protein Data Bank (PDB), mas del 90% fueron obtenidas por esta técnica.

El método consiste en la interpretacion del patrén de difracciéon de rayos X generado en
una placa bidimensional a partir de un monocristal de la macromolécula de interés. La
informacion acerca de la estructura molecular se encuentra codificada en ese patron de
manera similar a como la informacién acerca de las distancias intramoleculares y la forma del
contorno molecular se encuentran codificadas en la curva de dispersion de SAXS. El resultado
final de un experimento de cristalografia de rayos X es un mapa de densidad electrénica de la
molécula, que puede ser posteriormente interpretado en términos de un modelo molecular a
nivel atémico. Para continuar con la analogia entre ambas técnicas, el mapa de densidad
electronica y la informacién contenida en el patron de difracciéon estan relacionados por
transformada de Fourier, al igual que la funcién de distribucién de distancias intramoleculares
(P(r)) y el perfil de dispersion de SAXS. También al igual que en SAXS, la informacion
experimental permite la reconstruccién de la estructura atémica subyacente en el cristal

mediante métodos computacionales.

Propiedades de los cristales

Un monocristal es un arreglo tridimensional, ordenado, de moléculas y/o iones que se
encuentran unidos por interacciones no covalentes, en el cual las especies estan organizadas

respetando ciertos principios de simetria y periodicidad.
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La minima unidad que mediante la aplicacion de operaciones de simetria permite
reproducir la totalidad del cristal es la unidad asimétrica. Por otro lado, la minima unidad que
reproduce la totalidad del cristal mediante operaciones de traslacién unicamente es la celda
unitaria. Segun la definicion del PDB, “la unidad asimétrica es la menor porcién de una
estructura cristalina a la cual pueden aplicarse operaciones de simetria para generar la celda
unitaria completa (a su vez, la celda unitaria es la unidad repetitiva del cristal). La aplicacion
de operaciones de simetria cristalograficas a la unidad asimétrica genera la celda unitaria, la
cual por traslacion en las tres direcciones reproduce la totalidad del cristal”. Todos los
archivos depositados en el PDB corresponden a la unidad asimétrica del cristal, que puede
contener una unidad biolégica completa, una porciéon de una unidad bioldégica, o varias
unidades bioldgicas; esto debe ser determinado en base a otras evidencias experimentales, y

en general es dificil hacerlo solamente en base a la estructura cristalina.

Figura 4.1: Propiedades de la celda unitaria.

En el panel de la izquierda de muestra una representacion de una celda unitaria con sus parametros de
red, los vectores (a, b, ¢) y los angulos (a, B, Y). En el panel de la derecha se representa
esquematicamente como por traslacion en las tres direcciones de una celda unitaria se reproduce la
totalidad del cristal. En este ejemplo, cada celda unitaria contiene dos unidades asimétricas,
relacionadas por operaciones de simetria, y en cada una de ellas hay una molécula de alanina. (Figura
tomada de [1]).

La celda unitaria esta caracterizada por tres vectores de red (a, b, ¢) y tres angulos (a, B,v)
que definen univocamente su geometria y sus dimensiones (Figura 4.1). A estos parametros se
los conoce como “parametros de red” o “dimensiones de la celda unitaria”. Los valores que

pueden adoptar estos parametros estan restringidos por la estructura molecular y la simetria
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segun la cual las moléculas se disponen en el cristal, lo que da lugar a los siete sistemas

cristalinos: cubico, hexagonal, monoclinico, ortorrémbico, tetragonal, triclinico y trigonal.

Fundamento del fendmeno de difraccion

De manera general, el fenémeno de difracciéon de rayos X (XRD) ocurre cuando los rayos
atraviesan una rendija cuyas dimensiones son similares a la longitud de onda de la radiacion
incidente. En un experimento tipico de XRD, se hace incidir un haz monocromatico sobre un
monocristal de la proteina de interés; dado que las distancias interatémicas en el cristal son
del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacion incidente, los cristales
cumplen el rol de las rendijas y por lo tanto los rayos X son difractados por la red cristalina.
Como consecuencia del ordenamiento periddico de un nimero elevado de moléculas idénticas
en un cristal, los haces difractados interfieren sobre un detector bidimensional que se utiliza
para registrar estos haces (denominados “reflexiones”). Como resultado, se obtiene un patréon
de puntos resultantes de la interferencia constructiva de una gran cantidad de haces en
posiciones especificas del detector (Figura 4.2). La intensidad y la direccién correspondientes
a cada una de esas reflexiones constituyen los datos experimentales que se utilizan
posteriormente para el computo del mapa de densidad electrénica y para la generacion del

modelo molecular.

Las direcciones de las reflexiones se interpretan en términos de planos paralelos
formados por atomos del cristal que las originan (por este motivo se conocen como
“reflexiones”). Los planos mas sencillos de visualizar son los que corresponden a las caras de
la celda unitaria, pero existen virtualmente infinitos planos equiespaciados que son
potenciales fuentes de reflexiones. Cada familia de planos se identifica por tres nimeros, que
se denotan h, k, y 1, conocidos como “indices de Miller”. (Figura 4.3) Cada indice corresponde a

la cantidad de planos por celda unitaria en las direcciones x, y, z, respectivamente.
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Film

Diffracted

X-ray tube Reflections

Figura 4.2: Esquema general de un experimento de difraccion de rayos X.

Los principales componentes del dispositivo experimental son: la fuente de rayos X que genera el haz
incidente, el cristal que genera los haces difractados, y el detector bidimensional en el que se registran
las reflexiones. (Figura tomada de [1]).

(234) planes

Figura 4.3: Representacion de los indices de Miller.

Se muestran los indices de Miller de la familia de planos paralelos (2 3 4). Notar que los planos cortan
al eje x (a) en 2 partes, al eje y (b) en 3 partes, y al eje z (c) en 4 partes. (Figura tomada de [1]).

En la interpretacion de Bragg del fenémeno de difraccién, como ya se indico, cada
conjunto de planos paralelos equiespaciados (separados por una distancia que se denota dhk)

se considera como una unica fuente de difraccién que da origen a una unica reflexién, que
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presenta una direccidén respecto del haz incidente tal que se satisface la condiciéon de Bragg:
2dn sen® = nA, donde 6 es el angulo del haz difractado, A es la longitud de onda de la

radiacién incidente, y n es un namero entero (Figura 4.4).

. reflected beam
primary beam _
0 reflecting plane

reflecting plane

Figura 4.4: Interpretacion de Bragg del fendmeno de difraccion.

Se muestran las direcciones de los haces incidentes y reflejado, y la distancia d entre los planos
paralelos que contribuyen a la interferencia constructiva, generando un dnico punto en el detector.
(Figura tomada de[2]).

Esta interpretacion del fenémeno resulta apropiada para determinar la geometria de la
coleccion de los datos. Durante la etapa de la resolucién de la estructura, resulta mas
conveniente considerar otro modelo, segiin el cual cada pequefio elemento de volumen de
densidad electrénica en la celda unitaria se trata como un elemento difractor independiente,
representado por un término en una suma de Fourier que describe esa reflexion en
particular. Esta visién del fendmeno es la que esta relacionada con el posicionamiento de los

atomos dentro de la celda unitaria.

Esquema general de trabajo

La determinacién de la estructura de una proteina por cristalografia de rayos X consiste
de los siguientes pasos: (1) obtencion de la proteina purificada, (2) obtencién de cristales, (3)
montado del cristal en el equipo, (4) coleccion de los datos, (5) procesamiento de los datos,
(6) resolucion de la estructura, (7) refinamiento de la estructura, (8) validacion de la

estructura.
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Obtencidn de la proteina purificada

Para un experimento de rayos X bien realizado, se requiere de cantidades muy altas de
proteina (del orden de 10 mg) con muy elevado grado de pureza (95%). Tipicamente, se
trabaja en concentraciones altas, cercanas a la saturacion (si bien el nimero es muy
dependiente de cada proteina, las concentraciones de aproximadamente 10 mg/mL son

comunes).

Cristalizacién

El proceso de cristalizacion consiste en la obtencidn de cristales de la proteina a partir de
una solucion concentrada de la misma, utilizando un agente precipitante. La cristalizacion de
proteinas es un proceso empirico, dado que no existen elementos para predecir qué
condiciones seran favorables para la obtencién de cristales de una proteina en particular;
tampoco es posible extrapolar condiciones de cristalizaciéon de proteinas relacionadas ya sea
en secuencia o en estructura. De todos los pasos involucrados en la obtencién de una
estructura cristalina, este es el menos comprendido, y hasta el dia de hoy constituye la etapa

limitante en la cristalografia de proteinas.

Los procedimientos llevados a cabo para cristalizar una proteina son diferentes a los que
se aplican para compuestos inorganicas u organicos de baja MM, dado que en estos casos el
agregado de solventes volatiles, o bien la evaporacién lenta de las soluciones, son suficientes
muchas veces para obtener cristales. Sin embargo, en el caso de las proteinas esas
operaciones no son aplicables, dado que en la mayoria de los casos provocan la
desnaturalizaciéon de la muestra; por lo tanto, la obtencién de cristales de proteinas requiere

de métodos particulares y de un trabajo mucho mas cuidadoso.

La formacién de cristales ocurre en dos etapas: nucleacién y crecimiento. La nucleacién es
la formacion de los primeros agregados de moléculas a partir de los cuales posteriormente el
cristal crece; este es el paso crucial, y requiere de concentraciones de proteina y de agente
precipitante mas altas que la que se requiere para la etapa de crecimiento (Figura 4.5). Una
vez formados los primeros nucleos, si las condiciones de nucleacién persisten se formaran
muchos nucleos y consecuentemente muchos cristales pequefios en lugar de pocos cristales
grandes (que es la situacion ideal para obtener datos de buena calidad). En cambio, si una vez

que formados los primeros nucleos la concentraciéon de proteina decrece lo suficiente como
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para alcanzar las condiciones de crecimiento, éstos podran crecer y generar cristales mas

grandes.

a b
I
I supersaturated
= \ nucleation e
S '\ and growth 2]
2|8 S e
= = teeood B
— | growth =
8 | O O
[ precipitant] [precipitant]

Figura 4.5: Método de cristalizacion por difusion de vapor.

(@) Diagrama de fases. (b) Estrategia de trabajo. Punto rosa: solucién insaturada. Punto azul:
formacion de los primeros nucleos. Punto verde: crecimiento de los cristales. (Figura tomada de [1]).

El método de cristalizacién mas utilizado para obtener cristales de proteinas es el de
difusiéon por vapor (ver Figura 4.5). Este método consiste en alcanzar la condiciéon de
sobresaturacién de la solucidén lentamente para favorecer la formacién de una pequefia
cantidad de nucleos de cristalizacion. Para ello, la proteina purificada se mezcla con una
solucidn de cristalizacion que contiene un agente precipitante en una concentracion tal que el
sistema se encuentre dentro de la zona estable del diagrama de solubilidad (circulo rosa en la
Figura 4.5 (b)); esta concentracidn es en principio desconocida. Posteriormente, la muestra se
coloca en una camara cerrada en forma de una gota colgante, ubicada sobre un reservorio que
contiene la misma solucién de cristalizacién que le fue agregada. La ventaja de disponer la
muestra en forma de gota colgante es que existe menor probabilidad de que los cristales

formados se adhieran a la superficie donde reside la gota.

En la gota colgante que contiene la proteina, los solutos de la solucion de cristalizacion
estan mas diluidos que en el reservorio ubicado debajo. Por lo tanto, el agua difunde
lentamente desde la gota hacia el reservorio, estimulada por esta diferencia de

concentraciones. En consecuencia, las concentraciones de agente precipitante y de proteina

Pagina | 172



Capitulo 4 Estructura cristalina del dominio D/D de Bcy1

en la gota aumentan lentamente (flecha diagonal en el esquema de la Figura 4.5 (b)). Cuando
se alcanza la zona de nucleacion se dan las condiciones para que se formen los primeros
nucleos; a medida que la proteina cristaliza, su concentracion en la gota disminuye (flecha
descendente en la Figura 4.5 (b)) y consecuentemente los cristales crecen, hasta que se

alcanza nuevamente la region de estabilidad del diagrama.

Dado que, como ya se sefialo, el proceso de cristalizacion es empirico, para poder explorar
un numero importante de condiciones se venden kits comerciales que constan de decenas a
centenas de diferentes formulaciones que resultaron exitosas en el pasado para cristalizar
otras proteinas. La gran mayoria de las soluciones contiene sulfato de amonio o
polietilenglicol (PEG) como agentes precipitantes, en distintos buffers a distintos pHs y con el
agregado de distintos aditivos. Muchas veces, la necesidad de explorar una cantidad tan alta

de condiciones requiere del trabajo con robots, que arman las placas de cristalizacién.

En general, los cristales obtenidos en primera instancia mediante el screening de distintas
condiciones de cristalizacion suelen ser de calidad o tamafio insuficientes para obtener datos
de difraccion adecuados para resolver la estructura de la molécula. Por lo tanto, en una
segunda etapa estas condiciones iniciales deben ser optimizadas ajustando mas finamente las
caracteristicas de la solucién de cristalizacién, partiendo de la base de las condiciones que

resultaron exitosas en la primera etapa.

Montado de los cristales v coleccién de los datos

Una vez obtenidos cristales de calidad adecuada, se procede a colectar los datos de
difraccién; para ello, un Unico monocristal debe ser ubicado de forma adecuada en el equipo
de difraccion para ser irradiado por los rayos X. Actualmente, en XRD de proteinas se trabaja
casi exclusivamente en condiciones de criocristalografia; esto significa que durante la
coleccién de los datos el cristal se encuentra a muy bajas temperaturas (aproximadamente
100 K). Esto tiene dos ventajas fundamentales: en primer lugar, el dafio por radiacion es
notablemente menor, ya que los radicales libres que se originan al irradiar los cristales con
rayos X presentan una capacidad de difusién muy limitada; esto permite en la mayoria de los
casos colectar un conjunto de datos completo con un Unico cristal. Por otro lado, las bajas
temperaturas reducen la movilidad de las moléculas, lo que se ve reflejado en mapas de

densidad electréonica mas definidos, y consecuentemente mejores modelos moleculares.
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La coleccidn de datos a bajas temperaturas requiere que los cristales sean capturados en
pequenos /oops, en donde se mantienen sostenidos por tension superficial del liquido en que
se encuentran inmersos. El /oop que contiene el cristal de interés es montado posteriormente
en el equipo de XRD, y se le hace incidir un flujo de nitrégeno a 100 K durante toda la duracion
del experimento. Previo al montado del cristal en el equipo, es necesario sumergirlo en una
solucion crioprotectora, que generalmente estd compuesta por la misma solucién de
cristalizacion adicionada con glicerol; el objetivo de este paso es evitar la formacion de hielo
en el /oop al enfriar, ya que el mismo dificulta el analisis posterior pues genera una sefal de
difraccion de fondo muy fuerte, observandose anillos caracteristicos superpuestos a las

reflexiones originadas en la muestra.

Los equipos utilizados para la coleccion de datos de XRD constan de una fuente de rayos
X, un colimador para estrechar el haz incidente, un sistema monocromador del haz, un
gonidmetro para controlar la orientacidn y oscilaciéon del cristal durante la coleccién, y un
sistema de deteccidn. El sistema se encuentra acoplado a una computadora en la que ademas
se almacenan las imagenes de los patrones de difraccion obtenidos durante el tiempo que

dura la coleccién de los datos (frames) para su posterior analisis.

Las fuentes de rayos X mas utilizadas en cristalografia de proteinas son los generadores
de anodo rotatorio y las estaciones de sincrotron. Los primeros estdn formados por un
filamento (catodo) que se encuentra a un potencial marcadamente negativo respecto de un
bloque giratorio de cobre, cromo o molibdeno (dnodo rotatorio). Se hace circular una
corriente eléctrica por el catodo, y como consecuencia de la diferencia de potencial entre
ambos electrodos se genera una corriente de electrones que impacta en el anodo generando
asi rayos X. Una de las fuentes de radiacién mas utilizadas es la linea K« del cobre, que tiene

una longitud de onda caracteristica de 1,542 A.

Los equipos de anodo rotatorio resultan muy practicos porque puede disponerse de ellos
en un laboratorio; sin embargo, muchas veces la intensidad de la radiacién generada resulta
insuficiente para colectar datos que permitan la resolucién de la estructura de una proteina
dado que, como estas estan formadas por atomos livianos, interactian débilmente con los
rayos X. En esos casos, se requiere del uso de generadores mas potentes como las estaciones
sincrotron. En este trabajo, sin embargo, fue posible resolver la estructura utilizando un

conjunto de datos colectado en un equipo de laboratorio.
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Los detectores de rayos X que se utilizan en cristalografia de proteinas son capaces de
detectar la radiacion dispersada en una superficie 2D, y por este motivo se los conoce con el
nombre general de detectores de area. El mas comun de estos detectores, que fue el que se

utilizo en este trabajo, es el detector de tipo image plate.

Finalmente, es importante mencionar que cada frame bidimensional que contiene una
determinada cantidad de reflexiones corresponde a una orientacion relativa del cristal
respecto del haz incidente. A efectos de obtener un gran numero de reflexiones que sean
informativas de la totalidad de la estructura tridimensional, el cristal debe ser rotado durante

la coleccion de los datos para capturar informacién de la mayor cantidad de planos posible.

Procesamiento de los datos

Los datos obtenidos como se describié hasta el momento consisten en una coleccién de
frames, cada uno de los cuales es un arreglo bidimensional de puntos correspondientes a
distintas reflexiones originadas en el cristal. El procesamiento de los datos consiste en
generar a partir de esos frames un archivo que contenga una lista de direcciones e
intensidades de las distintas reflexiones para cada orientacion relativa del cristal respecto del
haz incidente. El proceso consta de tres etapas: indexacién (index), integracion (integration) y

escalado (scaling).

Para comprender estos tres pasos, es necesario entender el fendmeno de difraccién de
acuerdo a la interpretacion de Bragg que, como ya se discuti6, estipula que cada reflexion
observada en el patrén de difraccién se origina en un grupo de planos de &tomos que generan
interferencia constructiva. Las coordenadas de estos planos en el llamado “espacio reciproco”
(que es el espacio de coordenadas del detector, y se define en contraposicion al “espacio real”,
que es el de la red cristalina) se identifican de acuerdo a sus indices de Miller. Al origen de
coordenadas (donde impacta el haz incidente) se le asigna arbitrariamente el valor (h k1) =
(000).

La indexacién es la asignacion para cada reflexién de sus indices de Miller, asi como
también la determinacion de los parametros de la celda unitaria y el grupo de espacio al que
pertenece el cristal. Esto es posible ya que la posicion de las reflexiones esta determinada por
el sistema cristalino y por las dimensiones de la celda unitaria. Concretamente, existe una
relacidn inversa entre el espaciamiento de objetos idénticos (por ejemplo, celdas unitarias) en

la red cristalina, y el espaciamiento de las reflexiones en el espacio reciproco; por lo tanto, la
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distancia entre las reflexiones en la red reciproca contiene la informacién sobre las
dimensiones de la celda unitaria. Por otro lado, otro dato muy importante es la reflexion mas
alejada del origen de coordenadas. La inversa de esta distancia proporciona la resolucion
potencial que puede tener el modelo extraido de ese conjunto de datos. En otras palabras,
cuanto mas lejos del centro se extiendan las reflexiones, mayor sera la resoluciéon (dado que,
por las propiedades del espacio reciproco, una maxima distancia representa la minima

distancia medible en el espacio real).

La integracidon consiste en la digitalizacion de las intensidades medidas para cada
reflexion, condensando todos los archivos provenientes de cada una de las imagenes en un
unico archivo, de acuerdo a la orientaciéon de cada imagen. Debido a la variabilidad del poder
difractor de los cristales, a la diferencia en el recorrido del haz de rayos X en las diferentes
orientaciones, y a las fluctuaciones propias de la intensidad del haz, las intensidades de las
reflexiones no son consistentes entre las diferentes imagenes. El proceso por el cual se ponen

en una misma escala se denomina escalado.

Resolucién de la estructura

El objetivo ultimo de la resolucién de la estructura de una proteina es la obtencién de un
mapa de densidad electrénica que permita generar un modelo atémico. Para ello, se requiere
del conocimiento de los llamados “factores de estructura”, que se relacionan con el mapa de
densidad electrénica dentro de la celda unitaria mediante una operacién de transformada de

Fourier.

A causa de su ordenamiento, la densidad electrénica de un cristal puede describirse
mediante una funcién periddica tridimensional, p (x,y,z). Es una funciéon de R3 en R, por lo que
no puede visualizarse en el espacio; lo que se representan tipicamente son superficies de nivel

de densidad electrdnica constante.

Como ya se sefialo, para la resolucion de la estructura es conveniente interpretar a cada
reflexion, caracterizada por sus indices de Miller, no en términos de planos sino como
contribuciones de dispersion por parte de todos los &tomos contenidos en la celda unitaria.
Dado que los elementos que dispersan los rayos X son en realidad los electrones (por esto es
que, justamente, el resultado final del experimento es un mapa de densidad electroénica, que
representa el contorno molecular), los factores de estructura se escriben como una suma de

Fourier que presenta contribuciones de todos los elementos de volumen de la celda unitaria,
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cada uno caracterizado por la densidad electrénica promedio en su interior. Cada reflexion

tiene un factor de estructura asociado, que puede escribirse:

Fi = f(p )+ flp,) + -+ f(p,)

donde Fni es el factor de estructura asociado a la reflexion con indices de Miller (h k1), y f (pi)
representa la contribucion a la difraccién por parte del i-ésimo elemento de volumen, para los

n elementos presentes en la celda unitaria.

De esta manera, el problema de obtener un mapa de densidad se reduce al de resolver un
sistema de ecuaciones, formado por la expresiéon de todos los factores de estructura asociados
a las reflexiones colectadas en funcion de p (x,y,z); este sistema se resuelve por medio de
transformada de Fourier. Los factores de estructura son magnitudes vectoriales,
caracterizados por tres variables: su amplitud, su frecuencia, y su fase; la resolucién del
sistema requiere del conocimiento de las tres. La intensidad de las reflexiones es proporcional
a la amplitud de los correspondientes factores de estructura; la posiciéon de cada reflexién se
relaciona con la frecuencia. Las fases, por otro lado, no pueden determinarse
experimentalmente a partir de los datos de difracciéon obtenidos como se describi6 hasta este
punto. Este es el llamado “problema de las fases”, que en cristalografia representa la etapa

central de la resolucion de la estructura.

La resolucion de la estructura consiste por lo tanto en el calculo de las fases de los
factores de estructura, que permite el computo de la densidad electrénica y la construccion
final del modelo. En macromoléculas existen basicamente tres métodos para alcanzar este
objetivo: reemplazo isomorfo multiple, dispersiéon anémala a varias longitudes de onda, y
reemplazo molecular, que es por lejos el mas utilizado, y el que se emple6 para resolver la
estructura presentada en este trabajo. En este método, la estructura se resuelve utilizando
una combinacién de los datos de difraccion de la proteina de interés, y un modelo molecular
de una proteina relacionada, que debe ser relativamente parecido al de la proteina de interés:

se requiere en general al menos un 30-40% de identidad de secuencia.

El fundamento del método de reemplazo molecular se basa en que si la estructura de
interés es similar al modelo de partida, las fases de los factores de estructura de las
reflexiones de ambas también seran similares. Los factores de estructura del modelo (Fcac) se

pueden computar facilmente (lo que incluye sus fases). Dichos valores dependen fuertemente
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de la orientacion y de la ubicacién del modelo en la celda unitaria. El objetivo del método de
reemplazo molecular es entonces orientar y ubicar al modelo en la unidad asimétrica de la
proteina de interés de forma tal que los m6dulos de Fcac se asemejen lo maximo posible a los
modulos de los factores de estructura experimentales de la molécula de interés (Fobs). El
ultimo paso del método consiste en el refinamiento de cuerpo rigido o fitting del modelo ya
orientado. Se obtiene como resultado final del reemplazo un conjunto de coordenadas
ubicadas convenientemente en la celda unitaria a partir de las cuales se calculan fases

iniciales para comenzar a trabajar en la obtencidn de la estructura final.

Este método tiene la desventaja de generar un sesgo hacia el modelo de partida debido a
que las fases calculadas provenientes del modelo conocido poseen mucha influencia en el
resultado final de los mddulos de Fops. Cabe mencionar que existen casos mas complicados en
los que, por ejemplo, la proteina de interés no es lo suficientemente similar al modelo de
referencia, o bien aparecen multiples copias del modelo de buisqueda en la unidad asimétrica.
Estas dos situaciones se presentaron en la resolucién de la estructura que se reporta en esta
tesis, por lo que se requirié de la combinacién del método de reemplazo molecular con otro

tipo de estrategias para lograr la resolucién de la estructura.

Construccién del modelo y refinamiento

La primera etapa de la construcciéon del modelo consiste en un ajuste manual de los Fcaic y
los Fops. Para ello, se trabaja con dos mapas de densidades electrénicas: el mapa
correspondiente a los datos experimentales (Fobs), y el mapa de simple diferencia de Fourier
(Fobs-Fcaic). El primer mapa es el mapa “real” que corresponde a la estructura experimental
asociada a la etapa del refinamiento en que se esta trabajando. El segundo mapa permite
apreciar las diferencias entre los mapas experimental y el del modelo generado hasta esa
etapa del refinamiento, y muestra aquellas regiones del espacio que presentan densidad
electrénica pero que aun no estan representadas en el modelo (es decir, donde el modelo
necesita ser complementado) o bien aquellas en que se han modelado regiones que no estan
presentes en la estructura, y que por lo presentan modelo en exceso. Ambos mapas son
utilizados conjuntamente para completar y corregir el modelo de acuerdo a la secuencia

aminoacidica de la proteina; este proceso se conoce como mode!/ building.

Una vez finalizado este primer ciclo de modelado visual, se da lugar al refinamiento

matematico de la estructura. En términos generales se puede definir a este proceso como un
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ajuste del modelo para que exista un maximo acercamiento entre los valores calculados y
observados de los mddulos de los factores de estructura. A su vez, el desplazamiento de los
atomos en el refinamiento se halla fuertemente condicionado por penalidades de geometria
como planaridad de anillos aromaticos, quiralidad, distancias y angulos de enlace, etc. El
refinamiento es un proceso iterativo, y la salida de cada etapa contiene coordenadas refinadas
a partir de las cuales se pueden calcular nuevos conjuntos de las fases, médulos de Fca, y
mapas de densidad electronica Estos son sometidos nuevamente a modelado visual, y el
proceso se continia hasta alcanzar convergencia y la mayor completitud posible para el

modelo final.

El refinamiento se monitorea mediante el “factor R”, que es un parametro estadistico que
da cuenta de las discrepancias entre las amplitudes de los factores de estructura Fobs y Fecalc

para la etapa del refinamiento en que se esta trabajando. El factor R se define como:

Ean .s_Fcrz cl
B = ] 1
EFnbs

Este debe presentar un descenso progresivo a medida que avanzan los ciclos de
refinamiento. Una estructura correctamente resuelta y refinada deberia presentar un valor no
muy superior a R = 0,20-0,25, aunque el valor final depende de la resolucién y de la calidad de

los datos, entre otros factores.

Adicionalmente, se calcula otro parametro estadistico denominado factor R libre (Rfree).
Este se calcula de la misma manera que el factor R, pero utilizando los datos de un pequefio
porcentaje de reflexiones seleccionadas al azar, que no fueron incluidas en el proceso de
resolucién y refinamiento de la estructura. Este procedimiento se conoce en cristalografia con
el nombre de validacién cruzada, y permite detectar falencias por modelado excesivo en las
estructuras. Si el modelo se vuelve demasiado complejo en el sentido de incorporar
informacion no avalada por datos experimentales, el Riee N0 mejorard (mientras que el R si
continuara disminuyendo). Este parametro resulta de suma importancia en la validacidn final,

y no debe exceder en mas de 6-7 unidades porcentuales al valor de R.

Es importante aclarar que existen distintas variantes de refinamiento y que cada una de
ellas se aplica en diferentes instancias. Por lo general se comienza con un refinamiento de
cuerpo rigido, permitiendo que las coordenadas atdmicas se muevan unicamente en bloques.

Luego se suelen llevar a cabo uno o varios ciclos del proceso denominado templado simulado
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(simulated annealing), que consiste en evitar que la estructura quede atrapada en minimos
locales de la superficie de energia potencial mediante dinamica molecular que involucra ciclos
de calentamiento y enfriamiento. El templado simulado es muy recomendado en los primeros
ciclos de refinamiento ya que permite grandes desplazamientos de las cadenas principales
para ajustar el modelo a las reflexiones experimentales, siendo poco util o inclusive
perjudicial en las etapas finales. En las ultimas etapas se refina para cada atomo no sélo su
posicion (coordenadas x, y, z), sino también un cuarto parametro denominado factor térmico
isotrépico o factor B. Este dltimo refleja la movilidad del atomo en la estructura cristalina,

observandose densidad electrénica débil o difusa para valores elevados del mismo.

Validacién de la estructura

Finalmente, el dltimo paso antes del andlisis de la estructura es su validacidn. Este
proceso tiene como objetivo detectar errores durante la resolucion y el refinamiento, y
determinar la calidad del modelo final en base a un conjunto de parametros estadisticos. Para
ello se comparan los resultados obtenidos para el modelo contra los valores comunmente
obtenidos, tomados de bases de datos de estructuras de alta resolucion. A grandes rasgos, los
estimadores de calidad pueden dividirse en dos grandes grupos: los que reflejan la calidad de

los datos en si mismos, y los que reflejan la calidad del modelo.

Estimadores de la calidad de los datos

Un parametro fundamental es la resolucion de los datos de difraccion (Figura 4.6), que
depende de la cantidad de reflexiones utilizadas para la resolucion de la estructura (a mayor
cantidad de reflexiones, mayor resolucion). Se puede definir como la minima distancia entre
planos de la red cristalina que proporcionan reflexiones distintas y medibles. Este parametro
define el nivel de detalle que puede ser distinguido en los mapas; es decir, la minima distancia
entre caracteristicas estructurales que puede ser apreciada. A partir de 2,7 A se establece el
limite de resolucion media, porque hay probabilidades de detectar moléculas de agua
individuales unidas por puente hidrégeno. A partir de 1,2 A, que es la distancia de un enlace C-
C, se considera resolucion a nivel atémico; cabe aclarar que este no es un valor de resolucién

que se logre con facilidad en cristalografia de proteinas.

Otro parametro muy importante es la relacion sefial ruido promedio para las intensidades

de las reflexiones (I/0). Logicamente, cuanto mas alto sea este valor, mejor es la calidad de los
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datos. En la capa de maxima resolucidn, este valor no debe ser menor a 2; valores menores
indican que la resolucién real de los datos es menor que la estipulada. Si en cambio resulta ser
bastante mayor, puede significar que el cristal tiene la capacidad de difractar mejor, pero que
la calidad de los datos colectados estuvo limitada por el dispositivo experimental utilizado

(esto es asi porque el limite de resolucidn de los datos se define para [/o = 2,0).

Resoluton g e S 2 R 8 8
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Figura 4.6: Parametros de calidad mas relevantes en cristalografia de proteinas.

Para cada estimador (resolucion, R, Rfe, ¥y desviacion media de las distancias de enlace) se muestran
en codigo de colores los distintos valores posibles: en verde los mejores valores, en rojo los peores, y
en amarillo y naranja los intermedios. (Figura tomada de [3]).

Un tercer parametro de importancia es el denominado Rmerge. Si bien su definicion
matematica es complicada, su interpretaciéon es bastante simple. Debido a las diferentes
orientaciones que adoptan los cristales durante todo el proceso de coleccién de los datos, la
mayor parte de las reflexiones se computan mas de una vez; esto se conoce como
“multiplicidad” o “redundancia” del conjunto de datos, y en general es un efecto deseable dado
que permite computar con mayor precision las intensidades de una determinada reflexidn.
Dado que las reflexiones presentan cierta dispersion, el Ryerge €s un indicador de la dispersion
de las distintas intensidades medidas para una reflexion en particular, respecto de la media.

En general, su valor no deberia superar 0,1.
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Finalmente, un ultimo parametro a considerar es la completitud del conjunto de datos.
Este numero representa el porcentaje del total de las reflexiones posibles para ese cristal en
particular, calculadas de manera tedrica, que fueron registradas experimentalmente.

Logicamente, cuanto mas elevado sea este nimero, mejor es la calidad de los datos.

Estimadores de la calidad del modelo

En primer lugar, como ya se ha mencionado los parametros R y Rfree Son una medida de la

bondad del ajuste del modelo a los datos experimentales (ver Figura 4.6).

Por otro lado, el factor de temperatura o factor B (que también ya fue descripto), refleja la
movilidad de cada atomo en la estructura, que se origina como consecuencia de los
movimientos térmicos vibracionales de los atomos alrededor de su posicién de reposo. Este
parametro se obtiene como parte del protocolo de refinamiento, y se encuentra listado en la
cuarta columna de todos los archivos pdb; sus unidades son Az, y los valores suelen
encontrarse entre 2 y 100; valores alejados de estos nimeros son indicativos de errores. En
ocasiones, puede proporcionar un primer indicio de la movilidad conformacional asociada a

distintas regiones de la molécula.

Otro factor a analizar es la cantidad de moléculas de agua modeladas. Para resolucién
media (que es el caso de la estructura resuelta en este trabajo) no deberia haber mas de 0,3-
0,5 moléculas de agua modeladas por cada residuo de proteina. Valores superiores son

indicativos de sobreinterpretacién de los datos experimentales.

Finalmente, todos los modelos deben ser evaluados en base a su estereoquimica para
garantizar que no existan desviaciones serias de los valores tipicamente encontrados para
proteinas. En primer lugar, deben evaluarse los angulos diedros ¢ y ¢ mediante un grafico de
Ramachandran. Por otro lado las desviaciones medias de la idealidad para distancias de
enlace y angulos deben encontrarse dentro de los valores aceptados (ver Figura 4.6). En el
caso particular de los enlaces, el valor debe ser cercano a 0,02 A; valores superiores son
indicativos de violaciones de las restricciones estereoquimicas, y valores inferiores sugieren

lo contrario (imposicion de demasiadas restricciones durante el refinamiento).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn de cristales, coleccion de los datos y resolucion de la estructura

Se siguid el esquema de trabajo que ya fue descripto en la Introduccion metodologica de
este capitulo. Se produjeron grandes cantidades de Bcyl (1-50) mediante el protocolo
detallado en el Capitulo 2. En primer lugar, se realizaron los primeros ensayos de solubilidad,
que permitieron determinar que una concentracion de 3 mg/mL era adecuada para intentar
las pruebas de cristalizacion. Por lo tanto, se procedié a ensayar distintas combinaciones de
agentes precipitantes y buffers utilizando el método de difusion de vapor. En la Figura 4.7 se
muestra una imagen de una placa de 24 pocillos que contiene gotas de Bcyl (1-50) en

distintas condiciones de prueba.

Figura 4.7: Placa de cristalizacion de Bcy1 (1-50).

Se utilizé el método de difusion de vapor en gota colgante para ensayar distintas condiciones de
cristalizacién; los ensayos se hicieron a 202 C. Cada pocillo se encuentra herméticamente cerrado; en el
fondo se ubica el reservorio de 1 mL de solucién precipitante, mientras que en la tapa se observa la
gota colgante obtenida por mezclado de 2 pL de Bcyl (1-50) 3 mg/mL en buffer HEPES 25 mM pH =
6,8 50 mM NaCl, con el mismo volumen de cada solucién precipitante.
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Luego de estos ensayos se obtuvieron cristales de proteina en varias condiciones,
utilizando como precipitantes sulfato de amonio y PEG 4000. Estos primeros cristales
difractaron a muy baja resolucién (4 A), por lo que se procedié a la optimizacién de las
condiciones de cristalizacién para mejorar la calidad de los mismos. En general, los cristales
obtenidos con sulfato de amonio resultaron muy fragiles, por lo que se focaliz6 el trabajo en la

utilizacién de PEG 4000.

Finalmente, se logré obtener cristales de proteina con buen poder de difraccion mediante
el método de microseeding, que consiste en inocular pequefios nucleos de cristalizaciéon
generados en una determinada condicién, en gotas con una concentracion de precipitante
ligeramente menor en las cuales de por si no se generan cristales. De esta manera, se logra
que los nucleos crezcan mas lentamente que en la solucién que les dio origen, y por lo tanto se
obtienen cristales mas grandes y ordenados. En la Figura 4.8 se muestra una imagen de los

cristales que se utilizaron para colectar los datos.

Figura 4.8: Cristales de Bcy1 (1-50).

En el panel de la izquierda se muestra una imagen de los cristales que se utilizaron para la coleccién de
los datos, mientras que en el panel de la derecha se muestra un frame representativo del patrén de
difraccidn. Si bien no se aprecia en la figura, los puntos se extienden hasta el borde del detector.
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El cristal se coloco en una solucién crioprotectora adecuada y se mont6 en el equipo de

XRD, difractando a una resolucién méaxima de 2.56 A. Se logré colectar un conjunto de datos

completo, y luego de la indexacion, integraciéon y escalado, se pudieron obtener los

parametros de red (Tabla 4.1). El cristal pertenece al grupo de espacio P21 (celda monoclinica

primitiva con un eje polar helicoidal). Se estim6 en este punto la presencia de 8 cadenas de

Bcyl (1-50) en la unidad asimétrica del cristal.

Tabla 4.1: Estadisticas de coleccion de los datos y resolucion de la estructura.

Coleccion de los datos
Longitud de onda (A) 1,5418
Grupo de espacio P12:1
Parametros de red
(a, b, c) (A) 56,824 5 68,832
(a, B, ¥) (°) 90 109,7 90
Resolucién (A) 64,8 - 2,56
Reflexiones totales 50257
Reflexiones Unicas 1242 (1208)
Multiplicidad 4
Rossege 0,125
Completitud 99,59 (98,69)
I/o promedio 12,03 (3,52)
Construccidn del
modelo ¥y refinamiento
Cantidad de atomos 2902
Proteina 2865
lones inorganicos 1
Moléculas de agua 36
Cantidad de aminoacidos (cadenas) 351 (8)
R 0,225
Riree 0,259
Factor B promedio (A3 32,66
Proteina 32,90
Ligandos 29,00
Solvente 13,30
RMSD de la idealidad (enlaces) (A?) 0,030
RMSD de la idealidad (angulos) (7} 1,89
Grafico de Ramachandran
Regiones mas favorecidas (%) 96,5
Regiones prohibidas 0,0

Los valores entre paréntesis en la primera parte de la tabla corresponden a la capa de mayor

resolucion. Los datos de cantidad de atomos, cadenas y aminoacidos corresponden a la unidad

asimétrica del cristal. Para obtener los nimeros por celda unitaria hay que multiplicar esos valores por

dos.
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Los primeros intentos de resolver la estructura por reemplazo molecular utilizando como
sondas de busqueda las estructuras de los dominios D/D de mamiferos resultaron
infructuosos, debido a la baja identidad de secuencia entre Bcyl (1-50) y el dominio D/D de
Rlla (aproximadamente 40%), y sobre todo al tamafio relativamente grande de la celda
unitaria, lo que siempre representa una dificultad dado que los problemas que involucran
numerosas cadenas por unidad asimétrica suelen ser complejos de resolver. Para intentar
sortear esta dificultad, se utiliz6 una combinacién de métodos de modelado ab initio para
generar sondas de busqueda para el método de reemplazo molecular. Mediante la generacion
de una gran cantidad de modelos, se logré finalmente encontrar uno que resulté ser una

sonda de busqueda adecuada, y que por lo tanto permitié resolver la estructura.

Validacion de la estructura

En la Tabla 4.1 se muestran los pardmetros obtenidos para la colecciéon de datos,
refinamiento del modelo y validacion final del mismo. Se obtuvo una resolucion final de 2,56
A, lo que representa un valor de resolucién media (ver Figura 4.6). El valor del Rmerge (0,125)
es ligeramente elevado, pero aceptable, dado que el valor reportado se refiere a la capa de
maxima resolucién. La completitud de los datos es elevada (99,59% total y 98,69% para la
capa de mayor resolucién). La relacion sefial ruido (I/o) promedio fue alta (12,03); el valor en
la capa de mayor resolucién también fue elevado (3,52) lo que indica que los cristales tenian

capacidad de difractar a mayor resolucidn.

En lo que respecta a las estadisticas del refinamiento, el factor R (22,5%) y el Rfree
(25,9%) presentaron valores mas que aceptables para la resolucién de los datos, como se
discutio6 en la Introduccién metodoldgica de este capitulo (ver Figura 4.6); la diferencia entre
ambos fue de 3,4%, lo que también resulta mas que aceptable. El factor de temperatura
promedio presenté un valor que se encuentra dentro de lo esperado (32,66 A?). La cantidad
de moléculas de agua por residuo de proteina fue de 0,1, lo que es razonable para estructuras

de resolucion media.

En cuanto a la validacién final de la estructura, el grafico de Ramachandran presenta el
96.5% de los residuos en zonas de conformacion muy favorable, y ningin residuo en las zonas
no permitidas. Las desviaciones medias de la idealidad tanto para angulos como para

distancias de enlace se encuentran dentro de los valores aceptables.
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Topologia general de la estructura cristalina

En la estructura final, la unidad asimétrica del cristal contiene 2865 atomos de proteina
correspondientes a 8 cadenas polipeptidicas, 36 atomos de oxigeno correspondientes a
moléculas de agua, y un ion cloruro ubicado en el centro (Figura 4.9) (ver Tabla 4.1). Como ya
se sefialo, el cristal pertenece al grupo de espacio P 1 21 1, que corresponde a un sistema
cristalino monoclinico. Este sistema se caracteriza por contener dos unidades asimétricas por
celda unitaria; por lo tanto, la celda unitaria de esta estructura cristalina contiene 16 cadenas

polipeptidicas.

Figura 4.9: Topologia general de la estructura cristalina.

Se muestra una vista de la disposicion general de los distintos elementos que conforman la unidad
asimétrica del cristal. Las ocho cadenas polipeptidicas se muestran en diagrama de cintas, en distintos
colores. Los atomos de oxigeno correspondientes a moléculas de agua se muestran como esferas color
cian, y el ion cloruro en el centro de la estructura como una esfera verde. Se observa un tetramero
formado por los dimeros A (azul) /D (naranja) y E (amarillo)/F (marrén), y otro formado por los
dimeros B (rojo)/C (gris oscuro), y G (gris claro)/H (verde).
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Las ocho cadenas polipeptidicas presentan la misma estructura, constituida por un
motivo hélice-giro-hélice que se encuentra plegado en forma de X (Figura 4.9 y Figura 4.10).
La mayoria de ellas presentaron densidad electronica bien definida entre los residuos 6 y 49,
con ligeras diferencias en los extremos N y C terminales (Tabla 4.2) (cabe recordar que la
construccion comprende los aminoacidos 1-50 de Bcyl, con una alanina adicional en el
extremo N-terminal, que en la numeracién utilizada es el aminoacido 1; Bcyl (1-50) abarca
por lo tanto los aminodacidos 2-51). En ninguna de las cadenas se pudieron modelar los
primeros aminoacidos del extremo N-terminal debido a la falta de densidad electronica
correspondiente a esa region en los mapas. Esto se debe seguramente al desorden dinamico
asociado con la desestructuracién intrinseca de esa regién de la molécula, lo que genera que
las multiples conformaciones se encuentren promediadas en el tiempo de colecciéon de los
datos, y como resultado la densidad electrénica se vuelve muy difusa como para ser
interpretada [3]. El mismo fendmeno fue observado en la estructura cristalina del dominio

D/D de la subunidad Rlla de mamiferos [4].

Las ocho cadenas alinean estructuralmente muy bien entre si (Figura 4.10), con un RMSD
promedio de aproximadamente 1,4 A para 4tomos de Ca equivalentes. Incluso las cadenas
laterales muestran conformaciones muy similares en todas las cadenas; las tunicas
excepciones a la segunda observacidon son los escasos residuos que preceden a la hélice 1
(Ser5, Leu6, y Lys8 -Pro7 tiene la misma disposicion en todas las cadenas-; a partir de Glu9 ya
todas las cadenas laterales adoptan conformaciones similares) y los ultimos residuos al final
de la hélice 2 (Phe47, Leu48, Lys49, Ala50 y Arg51). La variabilidad conformacional de estos
residuos no resulta llamativa dado que se encuentran en los extremos de las cadenas, e
incluso no en todas las cadenas se observan (ver Tabla 4.2). Este andlisis demuestra que las

ocho cadenas polipeptidicas son estructuralmente equivalentes.

Tabla 4.2: Estructura secundaria de las cadenas polipeptidicas del cristal.

En la segunda columna se indica la numeracién de los segmentos que pudieron modelarse
exitosamente en cada una de las cadenas por presentar densidad electrénica bien definida. En la
tercera y cuarta columna se muestran los aminoacidos correspondientes a las hélices 1 y 2,
respectivamente. El codigo de colores es indicativo de las distintas entidades oligoméricas formadas
por ellas: en tonos de verde se representa el tetramero formado por los dimeros A/D y E/F, y en
naranjay rojo, el tetramero B/C-G/H.
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Cadena Residuos Hélice 1 Helice 2
modelados
E 9-48 (40) 9-24 20-47
F 8-50 (43) g-24 29-49
G 6-50 (45) B8-24 29-50
H 6-49 (44) 8-24 29-48

El elevado contenido de estructura a-hélice observado (aproximadamente el 72,5 % de
los residuos presentan esta conformacién) es consistente con los resultados de CD del
Capitulo 3 y con el andlisis bioinformatico del Capitulo 2. La hélice 1 comprende en promedio
los residuos 8-24 (9-23 en base a la prediccidon bioinformatica), y la hélice 2 los residuos 29-

49 (28-49 en base a la prediccién bioinformatica).

Figura 4.10: Comparacién estructural de las cadenas polipeptidicas del cristal.

Alineamiento estructural de las 8 cadenas de proteina que conforman la unidad asimétrica del cristal.
Cada cadena se representa como diagrama de cintas en un color distinto; se indican también sus
extremos N y C terminales. Se aprecia la superposicion de las hélices 1 (N-terminales) y las hélices 2
(C-terminales) de las ocho cadenas.
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Una primera inspeccion revela que las cadenas se agrupan de a pares formando dimeros
que presentan el mismo plegamiento que los dominios D/D de mamiferos, lo que se encuentra
en concordancia con las predicciones bioinformaticas del Capitulo 2. A su vez, la estructura
puede interpretarse en términos de dos tetrameros equivalentes, con una disposicién general
de sus subunidades similar a la que se observé para el modelo de la estructura tetramérica
construido en el Capitulo 3 (ver Figura 4.9). Cada uno de esos dos tetrameros esta compuesto
a su vez por dos dimeros, y los cuatro dimeros son también estructuralmente equivalentes,
como puede inferirse del hecho de que las 8 cadenas alinean muy bien, como ya se discutié. El
ion cloruro se ubica en el centro de la estructura, separando ambos tetrameros. Es importante
remarcar que se acumulan numerosas moléculas de agua en las interfaces entre los dos

dimeros que conforman cada tetramero.

La estructura fue analizada bioinformaticamente utilizando los servidores PDBsum [5] y
PDBePISA [6], que proporcionan informacidn acerca de las interfaces que se generan entre las
distintas cadenas de un archivo pdb. Ambos servidores identifican claramente la existencia de
los dimeros en base a la cantidad de residuos presentes en la interfaz entre ambos
mondémeros (aproximadamente 17 de cada cadena), el area superficial de la interfaz
(aproximadamente 950 A2 para cada cadena) y un elevado niimero de contactos entre esos
residuos. Por otro lado, se observa que también existen areas interfaciales y un nimero de
contactos significativo entre los dimeros de cada tetrdmero, en base a la suma de las
contribuciones de cada cadena de un dimero con las dos cadenas del otro dimero que

constituyen el tetramero.

El servidor PDBsum predice una disposicién de subunidades consistente con lo que se
observa visualmente, es decir, una entidad formada por las cadenas ADEF que estd en
contacto con la otra entidad, BCGH, ambas conectadas principalmente por el ion cloruro
central (ver Figura 4.9). Sin embargo, el servidor PDBePISA, que permite identificar complejos
potencialmente relevantes en solucién en base a calculos estimativos de su energia libre de
disociaciéon (AGais), identifica las entidades diméricas EF y GH, y un tetramero ABCD, que no
resulta evidente en base a la inspeccion visual, ni consistente con el modelo de la estructura
en solucion. En este tetramero, los dos dimeros que lo componen se encuentran conectados a
través de una superficie distinta a la de los tetrameros ADEF y BCGH, con el ion cloruro
ubicado en la interfaz entre ambos dimeros (cadenas azul, naranja, roja y gris oscuro en la

Figura 4.9).
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Cabe destacar en este punto que durante la generacion del modelo de la estructura
tetramérica en soluciéon abordada en el Capitulo 3, se observaron algunos modelos con una
disposicion de los dimeros similar a la del tetramero ABCD; sin embargo, estos modelos
fueron descartados porque presentaron valores de Ry demasiado elevados en comparacion

con el dato experimental.

En principio, el analisis bioinformatico no necesariamente resulta determinante en cuanto
a la composicion de subunidades de los potenciales complejos presentes en la estructura.
Antes de continuar con el andlisis estructural detallado, se procedié a comparar las
estructuras de los posibles complejos predichos bioinformaticamente con la informacién
experimental obtenida por SAXS, a efectos de definir sin ambigliedad cual de esos posibles

complejos es representativo de la estructura real en solucién.

Comparacion de las estructuras cristalina y en solucién

Para determinar cudl de los posibles complejos observados en la estructura cristalina es
representativo de una especie relevante en solucidn, se utilizé la informacion de los
experimentos de SAXS del Capitulo 3 (como ya se indicé en la Introduccién metodolégica de
ese capitulo, esta técnica constituye una herramienta de validacion de estructuras cristalinas
muy poderosa). La estrategia consistiéo en comparar los perfiles de SAXS teéricos calculados
para las distintas estructuras oligoméricas observadas en el cristal con el perfil experimental.
Para ello, en primer lugar fue necesario completar los residuos faltantes en la estructura

cristalina, dado que todos los aminoacidos contribuyen a la dispersién de rayos X.

Los complejos “candidatos” a representar la estructura real en solucién son: los dimeros
AD, BC, EF y GH, y los tetrameros ADEF y BCGH (ver Tabla 4.2), que fueron identificados por
inspeccién visual por su similitud estructural con el modelo de la estructura en solucién
generado en el Capitulo 3, y el tetramero ABCD, identificado por el servidor PDBePISA como la
mas probable estructura en solucion. Se utilizé el programa MODELLER [7] para completar
los residuos faltantes en las estructuras que, como ya se sefiald, corresponden al segmento N-
terminal desestructurado y al extremo C-terminal de cada cadena. Para cada uno de los
posibles complejos, se generaron 20 modelos imponiendo restricciones de simetria para
asegurar que dentro de cada complejo todos los segmentos N-terminales presentaran la

misma conformacidon en las distintas cadenas. En principio, dado que estas regiones son
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flexibles, esta situacidon no es representativa de lo que ocurre realmente en solucion; sin
embargo, la manera mas sencilla de analizar la influencia de la conformacion de esas regiones
sobre el perfil de SAXS y sobre el Rg es imponer estas restricciones. Por otro lado, los modelos
generados por NMR de las estructuras en solucién de los dominios D/D de las subunidades
RIla de mamiferos son siempre simétricos en cuanto a la conformacion de este segmento

(pdb: 1R2A).

Posteriormente, los 20 modelos de cada grupo (140 modelos en total) fueron enviados al
servidor FoXS [8] el cual, como ya se explico en el Capitulo 3, permite evaluar el perfil tedrico
de SAXS de una estructura a partir de su archivo pdb, y también proporciona una estimacién
de su Rg en solucion. Se analizé la bondad del ajuste para todos los grupos de modelos en
términos del score x? proporcionado por el programa, y se compararon los valores de sus Ry
con el valor experimental (1,83 nm). En la Figura 4.11 se presentan los resultados de este
analisis.

Como primera observacidn, es importante destacar que en todos los casos el modelado de
los segmentos faltantes mejora sustancialmente el ajuste, siendo la estructura cristalina
incompleta el modelo que present6 el peor ajuste a los datos experimentales para todos los
grupos. Por otro lado, en lo que respecta a la influencia de la conformacién del segmento N-
terminal en el valor del Ry se observd que los modelos que presentan segmentos mas
extendidos tuvieron valores de Ry mas altos, como era esperable. Las diferencias entre las
distintas estructuras equivalentes (dimeros AD, CD, EF y GH, y tetrdmeros ADEF y BCGH) en
cuanto a los valores de R; obtenidos se deben seguramente a que presentan distinta cantidad
de residuos faltantes en la estructura cristalina (ver Tabla 4.2). Dado que estos segmentos
fueron modelados como /oops desestructurados, los complejos a los que le faltan mas
residuos presentan conformaciones mas elongadas para estos segmentos, que se traducen en
valores de Ry mas altos; este es el caso por ejemplo para el tetramero ADEF en comparaciéon
con su equivalente BCGH, o para el dimero EF en comparaciéon con los demas, dado que las
cadenas E y F son las mas pobres en cuanto a la cantidad de residuos presentes en la

estructura cristalina.
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Figura 4.11: Validacion por SAXS de los complejos observados en la estructura cristalina.

(A) Ajuste del mejor modelo de dimero y tetrameros a los datos experimentales de SAXS. Los valores
de x2 para el ajuste se muestran en el panel (B). (B) Valores proporcionados por el servidor FoXS para
el ajuste del perfil tedrico a los datos experimentales para las distintas estructuras. Los valores del R,
corresponden a la media de los 20 modelos generados para cada grupo con su desvio estandar. El 2
corresponde al del modelo de cada grupo que mejor ajusta a los datos experimentales (en muchos
casos, se encontraron varios modelos con el mismo valor para este parametro).

Cabe observar que a grandes rasgos todas las estructuras ajustan igualmente bien a los
datos experimentales; las diferencias en el parametro x? entre los distintos grupos resultan
muy pequeias, y por lo tanto no resulta conveniente extraer conclusiones a partir de ese
valor. Por el contrario, si se observan diferencias notables entre los distintos grupos en el Rg;
consecuentemente, se utilizé este parametro como criterio para evaluar la compatibilidad
entre los distintos complejos del cristal y la estructura en solucién. Se observa claramente que
todos los modelos diméricos presentan valores de Rg significativamente menores que el
experimental, en concordancia con los resultados del Capitulo 3, que demostraron que en
estas condiciones experimentales la proteina existe exclusivamente como un tetramero en
solucion (es importante sefalar que las concentraciones utilizadas para la cristalizacion son
similares a las de los experimentos de SAXS). En segundo lugar, la observacion mas
importante de este analisis es que el tetrdmero ABCD, predicho por el servidor PDBePISA,
presenta un valor de Ry que también es significativamente distinto del valor experimental

(1,99 nm y 1,83 nm, respectivamente). En contraposicion, el tetramero BCGH, identificado por
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inspeccion visual por su estructura similar al modelo de la estructura en solucidn, presenta un
valor de Rg muy cercano al experimental (1,86 nm) lo que sugiere fuertemente que, pese a las

predicciones bioinformaticas, esta estructura es la que existe en solucion.

Para obtener mas informacidén que permita reforzar esta suposicién, se computaron las
propiedades hidrodindmicas de estos dos tetrameros utilizando el programa HYDROPRO [9],
que fue descripto en el Capitulo 3. Los pardmetros de los dos tetrameros resultaron muy
similares (no se muestra), a excepcion de la Dmax, que resulto ser bastante mas elevada para el
tetrdmero ABCD, siendo la del tetrdmero BCGH mas cercana al valor experimental. Por otro
lado, se realizaron superposiciones del modelo generado ab initio a partir de los datos de
SAXS en el Capitulo 3 (no se muestra) con los modelos completos de los dos tetrameros; si
bien el tetramero BCGH parece adaptarse algo mejor a la forma del contorno de ese modelo,
las dos estructuras se encuentran bien contenidas en el mismo, por lo que este criterio

tampoco resulta determinante para discriminar entre ambas.

Como comentario final de esta seccién, es importante discutir algunos aspectos del
calculo efectuado por el servidor PDBePISA para identificar los complejos potencialmente
estables en solucion. En primer lugar, hay que mencionar que estos calculos siempre son
estimativos y sirven a manera de comparacién, pero no deben interpretarse como valores
absolutos realmente confiables para el AGgs del complejo. En segundo lugar, para el caso
particular del tetramero predicho ABCD, resulta significativo que de acuerdo a este servidor el
ion cloruro central proporciona una contribucién energética muy importante a la interaccion
entre las cadenas B y D (Figura 4.12); las cadenas A y C no presentan ningun contacto entre si.
En contraposicion, en el tetrAmero BCGH las dos cadenas de cada dimero presentan
interacciones con las dos cadenas del otro dimero (ver Figura 4.9); mas aun, el drea interfacial
resulta mayor para el tetrimero BCGH que para el tetramero ABCD (1300 A2 para el primero
y 700 A2). Adicionalmente, el hecho de que el tetramero BCGH no sea identificado como
energéticamente favorable por el servidor podria encontrarse en concordancia con la idea
desarrollada en el Capitulo 3 acerca de que el equilibrio dimero-tetramero es dinamico, y que
el estado oligomérico se encuentra sujeto a regulacion mediada por la concentraciéon de

proteina.
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Figura 4.12: Participacion del ion cloruro en el tetramero ABCD.

Los residuos Arg40 ubicados hacia el extremo N-terminal de las hélices 2 de las cadenas B (amarillo) y
D (purpura) establecen interacciones electrostaticas con el ion cloruro central, que aportan
contribuciones energéticas importantes en base al calculo del servidor PDBePISA. Se indican en linea
punteada las distancias menores a 4 A. Si bien no se representa por claridad, las cadenas laterales de

los aminoacidos se encuentran bien contenidas en el contorno de densidad electrénica.

Resulta dificil establecer si un complejo mediado por cloruro podria ser fisiol6gicamente
relevante. Se ha demostrado que la concentracion citosdlica de cloruro en S. cerevisiae es baja
(alrededor de 0,2 mM) aun cuando se somete a las células a un rango amplio de
concentraciones extracelulares, llegando incluso hasta 100 mM, pese a que la membrana
plasmatica es permeable a cloruro [10]. Mas aun, el cloruro en esta concentracién resulta
toxico, ya que inhibe la transcripcion en extractos libres de células de cepas WT [10]. El medio
utilizado para la cristalizacién contiene una concentracién de cloruro 0,4 M, es decir, 2000
veces mayor a la concentracién intracelular. Estas observaciones podrian reforzar la idea de
que el tetrdmero ABCD es un artificio generado por las condiciones de cristalizacién, y no es

representativo de la estructura real en solucion.

En concordancia con esta observacion, cabe observar que si el tetramero ABCD fuera
realmente la estructura en solucidn, al disolverse el cristal deberia generarse una solucion
mezcla de tetrameros y dimeros. La concentracion de Bcyl (1-50) utilizada para obtener
cristales fue de 1,5 mg/mL (0,25 mM), que resulta intermedia entre los experimentos de SAXS
(1 mMy 0,5 mM) y los de SEC-SLS (100 puM). En ambos experimentos se demostré que las

muestras eran monodispersas; por lo tanto, resulta l6gico pensar que la muestra utilizada
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para obtener los cristales también debia serlo, y en consecuencia resultaria llamativo
cristalizar a partir de una solucion homogéneamente compuesta por tetrameros una entidad

conformada por un tetramero y dos dimeros.

En conclusion, el analisis de la seccidn anterior sugiere fuertemente que la estructura mas
probable del tetramero es la que se observé para el modelo de la estructura en solucidén. Si
bien el criterio basado en las diferencias en el Rg, junto con las consideraciones posteriores,
parecen proporcionar argumentos concluyentes, para resolver definitivamente la cuestion
seria deseable emplear algin abordaje experimental; por ejemplo, podrian mutarse por
alanina residuos potencialmente clave para el establecimiento de una u otra estructura, y
analizar el estado oligomérico de la proteina resultante por SEC o por SEC-SLS, si fuera

necesario.

En las siguientes secciones se describiran en detalle las estructuras de las entidades
dimérica y tetramérica, en base a su inspeccién visual y a la informacién proporcionada por

los servidores mencionados anteriormente.

Analisis de la estructura del dimero

Para desarrollar este analisis, se decidi6 trabajar con la entidad formada por las cadenas B
y C, por ser la que presenta de entre todas las posibilidades la mayor cantidad de residuos, y
por estar contenida en el tetramero BCGH, que es el que se discutira en la siguiente seccidn. Se

utilizaron los servidores PDBsum y PDBePISA para efectuar el analisis.

Como ya se discutid, la topologia de estructura secundaria es similar a la de los dominios
D/D de la subunidad RIla de mamiferos. El segmento N-terminal desestructurado comprende
los residuos 1-7, la hélice 1 los residuos 8-24, y la hélice 2 los residuos 29-48. El /oop que
conecta las dos hélices (residuos 25-28) esta constituido por la secuencia Asn25-Pro26-
Ser27-Asp28. La principal diferencia radica en la orientacién relativa de las dos cadenas:
cuando se superpone una de las cadenas de los dos dominios, la otra queda muy desplazada,

sobre todo en lo que respecta a la hélice 1 (Figura 4.13).

La interfaz del dimero esta conformada por una superficie total de aproximadamente 950
A% de cada una de las cadenas. Existen unos 20 residuos de cada cadena que aportan
contribuciones significativas al area interfacial. Las moléculas de agua quedan completamente

excluidas del nucleo central del dimero, que estd formado principalmente por aminodacidos
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hidrofébicos. Los principales aminoacidos que contribuyen a estos contactos son: Leu6, Ser10,
Glul3, Leul4, Phel7, GIn18, lle21, Asn25, Pro26, Phe29, Leu30, Ser33, Ala34, Phe37 y Leu41
de las dos cadenas (Figura 4.14). Por otro lado, se establecen dos puentes de hidrégeno entre
los residuos de Asn38 de ambas cadenas, ubicados aproximadamente en la mitad de la hélice
2: el oxigeno del carbonilo de cada uno de los residuos es aceptor de un puente de hidrégeno

del nitrégeno de la amida del otro.

Figura 4.13: Comparacion de la estructura global del dimero Bcy1 (1-50) con el dominio D/D de Rlla.
Se muestran tres vistas de una superposicién de la estructura cristalina del dimero Bcyl (1-50)
(purpura) con la estructura en solucién del dominio D/D de la subunidad Rlla (amarillo) (pdb: 1R2A)
en diagrama de cintas. Se indican los ejes como referencia, y los extremos N y C terminales de cada
cadena. Se superpuso la cadena que se observa a la izquierda en el panel (A). El panel (B) se encuentra
rotado respecto del panel (A) 902 alrededor del eje z en sentido horario, mientras que el panel (C) se
encuentra rotado respecto del panel (A) 902 alrededor del eje x en sentido antihorario.

Para apreciar la contribucién relativa que aportan estos residuos al establecimiento del
dimero, en primer lugar se observd cudles son los mas importantes de acuerdo a la cantidad
de contactos con la otra cadena en los que participan, y al drea interfacial que aportan. Estos
residuos son: Phe29 (contactos con 4 residuos distintos y 91 A?), Leu30 (contactos con 5
residuos distintos y 121 A2), Phe37 (contactos con 5 residuos distintos 83 A?) y Leu41
(contactos con 3 residuos distintos y 78 A2). Por otro lado, se utilizé6 el médulo /nterface
Alanine Scanning del servidor Robetta [11], que permite identificar computacionalmente

residuos potencialmente clave en contactos entre proteinas, mediante una estimacion de la
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diferencia entre las estabilidades relativas del complejo WT y los complejos que presentan
mutados individualmente sus residuos por alanina. Para ello, el programa calcula la variacion

de energia libre de formacion del complejo asociada a esa mutacion (AAGyind):

ﬁﬁﬁbind — (ﬁGMUT _ﬂ(}-MUT —ﬁ[}"ww )_ [:&EWT —ﬁEWT _ﬁGW'i;BnE B)

complejo cadamna 4 codena B complejo cadena 4 Ci

donde MUT y WT representan a las variantes mutante (con un residuo en particular mutado
por alanina) y WT de las proteinas del complejo respectivamente, y AG son las estabilidades
de cada uno de los componentes, calculadas por el programa. Valores positivos y
relativamente altos del AAGpinda Sse interpretan como que ese residuo presenta una
contribucién apreciable al establecimiento del complejo. De acuerdo a este servidor, los 4
residuos mas importantes para el establecimiento del dimero son: Leul4, Phe29, Leu30,
Phe37 (de acuerdo al criterio establecido en [11], de que un valor de AAGyinding > 1,0 kcal/mol

resulta significativo).
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Figura 4.14: Residuos que constituyen el niicleo hidrofébico del dimero Bey1 (1-50).

Se muestran tres vistas en diagrama de cintas del dimero Bcy1 (1-50). Las dos cadenas se representan
en colores distintos por claridad. Se indican los ejes como referencia, y los extremos N y C terminales
de cada cadena. Los residuos que aportan una superficie considerable a la interfaz del dimero se
muestran en lineas, con el siguiente cédigo de colores: blanco (hidrofébico) y verde (polar, no
cargado); puede apreciarse la simetria con que estos residuos se encuentran dispuestos. Los residuos
hidrofébicos que representan puntos de contacto clave en base a las predicciones de ala scanning in
silico se muestran en turquesa. El panel (C) se encuentra rotado respecto del panel (A) 902 alrededor
del eje x en sentido horario, mientras que el panel (B) se encuentra rotado respecto del panel (C) 902
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alrededor del eje y en sentido horario. En el panel (D) se muestran por comparacion los residuos mas
importantes para el establecimiento del dimero en las subunidades Rlla (pdb: 1R2A). (Figura tomada
de [12]). En la parte inferior de la figura se muestra un alineamiento de los dominios D/D de Bcyl y de
Rlla. Se muestran sombreados en gris los residuos que establecen contactos clave para el dimero en
las estructuras de alta resolucién de ambas proteinas. La flecha negra indica la posicion de la prolina
central, y las estrellas negras los residuos que al ser mutados por alanina generan subunidades Rlla
monoméricas. Las cruces en la parte inferior representan los residuos identificados como mas
relevantes para la dimerizacién de Bcy1. La numeracion corresponde a la construccion Bey1 (1-50).

Es interesante notar que de los cinco residuos potencialmente clave para el
establecimiento del dimero de Bcy1, los cinco participan de la interfaz de dimerizacion de las
subunidades Rlla; tres se encuentran conservados estrictamente, y dos de éstos generan

subunidades R monomeéricas en mamiferos cuando son mutados por alanina (Figura 4.14).

Analisis de la estructura del tetramero

Dado que los dos tetrameros son estructuralmente equivalentes y presentan el mismo
conjunto de interacciones, se analizé el tetramero BCGH, que es el que presenta mayor
cantidad de aminoacidos modelados, utilizando los servidores PDBsum y PDBePISA, y por

inspeccion visual de la estructura. La topologia general del tetramero se muestra en la Figura

4.15.
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Figura 4.15: Topologia general del tetramero Bcy1 (1-50).

Se muestran tres vistas en diagrama de cintas del tetramero Bcyl (1-50). Las cuatro cadenas se
representan en colores distintos por claridad: azul (B) y verde (C) (dimero 1), y naranja (G) y amarillo
(H) (dimero 2). Se indica el dngulo de rotacién entre los distintos paneles, y los extremos N y C
terminales de cada cadena. La flecha blanca sefiala la posicién de las potenciales superficies de unién a
AKAPs. Las flechas naranja y azul indican la posicién aproximada de las interacciones que se detallan
en la Figura 4.16 (C) y (D), respectivamente.

El tetramero esta formado por dos dimeros estructuralmente equivalentes, que
interactian mediante las caras accesibles al solvente (las que no contribuyen al ntcleo de
dimerizacion) de las hélices 2 (las hélices C-terminales) de los cuatro protémeros. El nucleo
de tetramerizacién esta constituido por un manojo formado por estas cuatro hélices; las dos
hélices 2 de cada dimero se encuentran dispuestas en forma de X una respecto de la otra, y
cada una de ellas estd alineada de forma antiparalela con la hélice correspondiente del
protémero opuesto (es decir, el extremo N-terminal de una contra el extremo C-terminal de la
opuesta). La estructura es altamente simétrica; por ejemplo, existe un eje C2 que atraviesa las
dos superficies potenciales de unién a AKAPs (indicadas con flechas blancas en la Figura
4.15). Estas superficies estan expuestas al solvente, lo que resulta consistente con su potencial
participacién en la formacién de complejos macromoleculares; estan dispuestas formando un
angulo de casi 902 entre ellas (Figura 4.15 (C)). Mas aun, como consecuencia de la
estequiometria del complejo existen dos de estas superficies por cada entidad, lo que
representa una diferencia remarcable con los dominios D/D de las subunidades R de

mamiferos.

Resulta interesante remarcar que los extremos C-terminales de cada una de las cuatro
cadenas presentan una disposicién tal que hay suficiente espacio como para que el /inker se
ensamble a continuacién (ver por ejemplo la Figura 4.15 (B)). Debido a la cercania de los
extremos C-terminales de cadenas adyacentes, esta observacidon sugiere que al menos las
regiones N-terminales de dos /linkers contiguos podrian encontrarse muy cercanas en el
espacio, lo que se encuentra en concordancia con la hipétesis formulada en el Capitulo 2 de
que la desaparicion de los péptidos correspondientes al segmento 58-80 por
entrecruzamiento quimico podria ser evidencia de la cercania espacial entre estos segmentos;
cabe recordar que esta region contiene el c/uster Il de serinas fosforilables, que podria ser un

elemento regulatorio.
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La estructura observada es similar al modelo generado en el Capitulo 3 en base a la
informacion obtenida de los experimentos en solucion, con la diferencia de que las entidades
diméricas se encuentran mejor ensambladas en la estructura cristalina. Esta disposicion
espacial sugiere un modelo para el tetrdmero completo de Bcyl: el ndcleo formado por el
dominio D/D tetramérico se encontraria en el centro de la estructura, y a partir de él se
extenderian de forma radial hacia fuera los /inkers de las cuatro cadenas, con los dominios de

union a cAMP ubicados en la periferia.

La estructura puede analizarse en términos de dos categorias segin la forma en que
interactian las cadenas de a pares: existen dos pares de cadenas cuyas hélices 2 se
encuentran alineadas de forma paralela y que por lo tanto comparten una cara entera (B-G y
C-H), mientras que los otros dos pares de cadenas se disponen en forma de X e interactian
por lo tanto de manera cruzada, mediante sus extremos N-terminales (B-H y C-G) (ver Figura
4.15). El primer tipo de interfaz presenta una superficie de interaccién algo mayor, y también

mayor cantidad de residuos involucrados en la misma (Tabla 4.3).

El drea inaccesible al solvente en la interfaz ubicada entre los dos dimeros que conforman
el tetramero es de aproximadamente 1300 A2. Se observan moléculas de agua en la interfaz,
algunas de las cuales podrian desempefiar alguna funcién estructural, como se discutird mas
adelante. Existen unos 11 residuos de cada cadena que aportan contribuciones significativas
al area interfacial. En concordancia con el modelo de la estructura en solucién presentado en
el Capitulo 2, y en contraste con el nicleo hidrofébico de dimerizacién de los dimeros
individuales, la interfaz del tetramero estd dominada por residuos polares y cargados, que

median interacciones electrostaticas y puentes de hidrégeno (ver Tabla 4.3).

Tabla 4.3: Resumen de las interacciones que sostienen el tetramero.

Se muestran el area superficial excluida del solvente, los residuos involucrados, y los tipos de
interacciones para las distintas interfaces que constituyen el tetramero. En la tercera fila se muestran
en negrita los residuos que participan de las dos interfaces. La cantidad de interacciones de cada tipo
indicadas corresponden a una de las dos interfaces simétricamente relacionadas, por lo que para
obtener el total de interacciones los numeros de las filas 4, 5 y 6 deben multiplicarse por dos.
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Interfaz B-G/C-H B-H/C-G

Area interfacial (A2) 350 300

Residuos de cada cadena Asp28, Leud0, GIn31, Asn38, Leud1, Gind4,

involucrados (cantidad) Asn35, Asn38, Glu4z2, Arg45, Leu48 (5)
Arg45, Lys49 (8)

Puentes de hidrageno 3 2

Puentes salinos 2 0

Moléculas de agua estructurales 3 0

Existen un total de 8 residuos cargados negativamente, 8 residuos cargados
positivamente, 16 residuos polares no cargados, y 12 residuos de leucina que aportan
interacciones relevantes para el establecimiento del tetramero. Adicionalmente, se observan
tres moléculas de agua que estan involucradas en puentes de hidrégeno entre cadenas
adyacentes. Estos elementos se encuentran dispuestos de forma tal que los 12 residuos
hidrofébicos se encuentran sumergidos en la interfaz del tetrdmero (Figura 4.16, paneles (A)
y (B)). Existe ademas una cavidad central en la que se acomodan las moléculas de agua que
resultan estructuralmente relevantes. El tetramero se encuentra sostenido por un total de 10
puentes de hidrégeno, al menos 4 puentes salinos (dado que para algunos pares de residuos,
por ejemplo Arg-Asp, puede identificarse mas de una interaccién) y al menos 6 puentes de
hidrégeno mediados por agua (dado que es posible que existan mas moléculas de agua en la

cavidad central que no se observaron en el modelo).
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Figura 4.16: Residuos que establecen contactos importantes en el tetramero Bey1 (1-50).

En la parte superior se muestran dos vistas de la interfaz formada por las cadenas B (azul) y G
(naranja) (segunda columna en la Tabla 4.3). Se muestran solamente las hélices 2 de cada una de las
cadenas (residuos 25-51), dado que son las que establecen los contactos. Las hélices se representan en
diagrama de cintas, y las cadenas laterales de los aminoacidos como esferas de Van der Waals. El
c6digo de colores para los aminoacidos es: azul (basico), rojo (acido), verde (polar, no cargado) y
blanco (hidrofébico). Las moléculas de agua se representan como esferas turquesa. Se indican los
extremos N y C terminales de cada una de las cadenas (donde el extremo N-terminal corresponde al
aminoacido 25). Se indica también la ubicacién de los residuos mas importantes para el
establecimiento del tetramero. En el panel (A) se muestra la superficie expuesta al solvente, mientras
que en el panel (B) se muestra la superficie sumergida en la interfaz del tetramero, que interactua con
la superficie simétricamente relacionada formada por las cadenas C y H. En los paneles inferiores se
muestran en detalle algunas de las interacciones mas relevantes para la tetramerizacién. (C) Contacto
entre tres de las cuatro cadenas del tetramero mediado por el residuo Arg45. (D) Contacto entre las
hélices 2 apareadas de las cadenas B y G mediado por una molécula de agua estructural. En ambos
paneles, las lineas punteadas representan probables interacciones de puente hidrogeno y/o puente
salino. Si bien no se muestran por simplicidad, los residuos resaltados se encuentran bien contenidos
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en los contornos de densidad electrénica de los mapas. La ubicacién de estos residuos en el contexto
de la estructura global puede apreciarse en la Figura 4.15, sefialada con flechas naranja y azul.

Para apreciar la contribucién relativa que aportan los distintos residuos a la estabilidad
del tetramero, en primer lugar se observo cudles son los mas importantes de acuerdo a la
cantidad de contactos en los que participan y al area interfacial que aportan. Estos residuos
son: Asp28 (participa en dos puentes hidrégeno y puentes salinos; aporta 50 A?), Glu42
(participa en un puente hidrégeno y aporta 58 A2) y Arg45 (participa en dos puentes
hidrégeno y puentes salinos; aporta 85 A?). Por otro lado, los residuos hidrofébicos Leu41 y
Leu48, aunque naturalmente no participan del mismo tipo de interacciones que los anteriores,
aportan areas interfaciales significativas (45 y 90 A2 respectivamente). Todos estos residuos

se muestran en la Figura 4.16.

Con el objetivo de identificar los residuos potencialmente clave para el establecimiento
del complejo, nuevamente se utilizd6 el médulo /nterface Alanine Scanning del servidor
Robetta. Los residuos que presentaron un score significativo son: Asp28, Asn35, Gln44, Arg45
y Leu48. De estos residuos, el que present6 un score particularmente elevado fue Arg45; este
residuo parece ser central en el establecimiento de la estructura del tetrdmero en base al
analisis anterior; reforzando esta idea, cabe destacar ademas que participa de los dos tipos de

interfaces definidas en la Tabla 4.3.

En los paneles inferiores de la Figura 4.16 se ilustran algunas de las interacciones mas
relevantes establecidas por estos residuos. Los residuos Asp28 (ubicado en el /oop entre las
dos hélices), GIn44 y Arg45 (ubicados hacia el final de la hélice 2) de tres cadenas distintas
estan involucrados en una importante red de puentes de hidrégeno y puentes salinos (Figura
4.16 (C). Resulta destacable también que Arg45 de la cadena H (en este ejemplo) media un
contacto entre dos monémeros de un mismo dimero, las cadenas B y C, que no existiria de no
formarse el tetramero. Es importante destacar que, por la simetria de la estructura, en cada
“punta” del tetramero formada por los extremos C-terminales de dos cadenas de dimeros
opuestos (ver por ejemplo la Figura 4.15 (B)), existe un par de esta triada de residuos; de esta
manera, existen en total cuatro de estos cl/usters en el tetramero, dos en cada extremo, que
sirven a modo de “cierre”. Es probable que estos elementos constituyan las interacciones mas

importantes que justifican la existencia del tetramero.
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En la Figura 4.16 (B) se muestra otra interaccién importante que estd mediada por una
molécula de agua que posiblemente desempefie un rol estructural. Reforzando esta idea, se
observo que en distintas posiciones equivalentes del cristal, en los dos tetrameros, el modelo

contiene otras moléculas de agua en una disposicion muy similar.

Analisis de las secuencias de los dominios D/D de diversos organismos

Considerando que la estructura tetramérica de una subunidad R de la PKA descripta en
este trabajo se encuentra en fuerte discordancia con el concepto previamente establecido de
que todas estas proteinas son diméricas, y que los inicos modelos para los que se cuenta con
informacion estructural de los dominios D/D son mamiferos y S. cerevisiae, se llevé a cabo un
analisis de secuencias para determinar cuales son los determinantes aminoacidicos que
justifican las diferencias en la estructura cuaternaria, y especular acerca de la posible
existencia de subunidades R tetraméricas en otros organismos. A pesar de que ya se ha
publicado un estudio filogenético de los dominios de unién a cAMP [13], no existe ningtin

trabajo sistematico sobre los dominios D/D.

En primer lugar, se analizaron las secuencias de los dominios D/D de hongos. En el
trabajo de Tesis Doctoral de Jimena Rinaldi, llevado a cabo en nuestro laboratorio, se encontré
mediante un analisis bioinformatico de 40 secuencias de subunidades R flingicas que existe un
grupo de hongos, pertenecientes al subphylum Pezizomycotina, que no presentan en su
extremo N-terminal un dominio D/D, y por lo tanto se espera que sus subunidades R sean
monoméricas, al igual que las proteinas de Dictyostelium discoideumy Paramecium, para las

cuales el estado oligomérico ya ha sido estudiado [14, 15].

En primer lugar, se decidié ampliar esa coleccién para lograr mayor representatividad de
los distintos grupos taxon6micos del reino Fungi. Por lo tanto, se construyé una coleccién de
99 secuencias de subunidades R de hongos, que fueron obtenidas de la base de datos UniProt
utilizando la herramienta BLAST. Estas secuencias fueron agrupadas en base a la clasificacion
taxondmica de los hongos [16] en los siguientes grupos: Pezizomycotina (46 secuencias),
Saccharomycotina (25 secuencias), Basidiomycota (14 secuencias), Mucoromycotina (10
secuencias), Taphrinomycotina (2 secuencias), Blastocladiomycota (1 secuencia) y
Chytridiomycota (1 secuencia). La mayoria de los hongos presentan una tnica isoforma de la

subunidad R de la PKA, a excepcion de los miembros del subphylum Mucoromycotina [17].
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El andlisis bioinformatico de estas secuencias consisti6 en la construccion de un
alineamiento multiple y en la prediccion de los elementos de estructura secundaria de todas
ellas (no se muestra). Como era esperable, se encontraron tres regiones distintas en base a su
grado de conservacion: los dominios de unién a cAMP, que se encuentran altamente
conservados entre todos los hongos; la region del /inker que, por el contrario, presenta baja e
incluso regiones de nula conservacién (siendo el /inker I/ mas conservado que el /inker 1), con
una gran proporcion de residuos de prolina y glicina. Las predicciones sugieren que esta
region se encuentra desestructurada, consistentemente con la falta de conservacién y con la
escasa tendencia de los residuos de glicina y prolina a participar en elementos de estructura

secundaria; el IS es el Unico segmento dentro de esta regién que presenta alta conservacion.

Finalmente, en concordancia con la Tesis Doctoral de Jimena Rinaldi, se observaron dos
grandes grupos de secuencias en cuanto a las propiedades del extremo N-terminal: un grupo
al que se le predice un motivo hélice-giro-hélice, que corresponde a un fragmento de
aproximadamente 50 aminodacidos con algunos residuos caracteristicos de los dominios D/D
de mamiferos, y un grupo que no presenta estos elementos. De acuerdo con estas
observaciones, el primer grupo (hongos de Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Mucoromycotina, Saccharomycotina, y 10 miembros de Pezizomycotina)
presenta un dominio D/D, mientras que el segundo grupo (la mayor parte de los hongos de
Pezizomycotina) no lo presenta. En base a este andlisis, un total de 63 proteinas se predicen
diméricas, mientras que las 36 restantes se espera que sean monoméricas. Para el analisis

siguiente se utilizaron solamente las primeras.

En segundo lugar, se procedi6 a analizar la presencia de los determinantes que median la
tetramerizacion de Bcy1 en distintos grupos de organismos. Para ello, se ampli6 la coleccion
de secuencias de hongos con representantes de mamiferos (7 subunidades Rla, 6
subunidades RIf, 7 subunidades Rlla, 7 subunidades RIIf) e insectos; estos ultimos presentan
solamente dos isoformas, una mas similar a las Rl y la otra mas similar a las RII de mamiferos.

Se colectaron 11 secuencias de tipo Rl y 11 secuencias de tipo RII.

Se predijo la estructura secundaria para todas estas secuencias; como era esperado, todas
presentan un motivo hélice-giro-hélice en su extremo N-terminal. A continuacién, se

construy6 un alineamiento multiple correspondiente a la region de estas dos hélices (residuos
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8-51 de Bcy1 (1-50), 0 7-50 de Bcy1) y en base a él un arbol filogenético a efectos de agrupar

las secuencias que presentan caracteristicas similares (Figura 4.17).

El arbol consta de dos grupos principales que divergen de la rama principal: un grupo que
contiene a los dominios D/D de mamiferos e insectos, y otro grupo que contiene a los de
hongos. Por lo tanto, los dominios D/D de metazoos se encuentran mas relacionados entre si
que con los de hongos, aun considerando la diversidad de isoformas. Por otro lado, dentro de
cada grupo se aprecia una clara jerarquia: los dominios D/D de las subunidades RI se dividen
claramente de los de las subunidades RII, y a su vez, dentro de cada grupo los de insectos
conforman un subgrupo, las isoformas o de mamiferos otro, y las isoformas 3 de mamiferos

otro.

Dentro del grupo de las proteinas de hongos, se observa que salvo cuatro organismos
(Schizosaccharomyces pombe, Schyzosaccharomyces japonicus, Blastocladiella emersonii, y
Batrachochytrium dendrobatidis, que son organismos para los que aun existe controversia en
cuanto a su clasificacion taxondémica), el ordenamiento de sus dominios D/D refleja
claramente la clasificacién taxonémica: el grupo monofilético Dikarya, que consta de los phyla
Basidiomycota y Ascomycota, diverge de los linajes flngicos basales (grupo
Mucoromycotina). A su vez, dentro del phylum Ascomycota, las secuencias de los dominios
D/D se agrupan segun la division de los organismos en sus correspondientes supbhyla:

Pezizomycotina y Saccharomycotina.
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Figura 4.17: Arbol filogenético de los dominios D/D de las subunidades R.

Se muestran por separado las dos ramas divergentes del arbol: los dominios D/D de las subunidades R
de mamiferos e insectos (panel inferior), y los de hongos (panel superior). Se indican a un lado los
distintos grupos de organismos. La ubicacién del dominio D/D de Bcy1 se indica con una estrella.

A continuacion, las distintas secuencias se agruparon de acuerdo a los grupos que se
evidenciaron en el analisis filogenético (ver Figura 4.17), y se construy6 un “logo” para cada
uno de los grupos (Figura 4.18). Este se analiz6 con el objetivo de identificar los posibles
determinantes de la tetramerizacion, con la evidencia obtenida del analisis de la estructura

cristalina.
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Figura 4.18: Comparacion de dominios D/D de distintos organismos.

Se muestran los logos correspondientes a los distintos grupos identificados en el arbol filogenético de
la Figura 4.17. La numeracion de las secuencias corresponde a la de Bcyl (1-50). En la parte superior
se muestran las dos a-hélices del dominio D/D de Bcyl. Las columnas sombreadas representan
posiciones de interés: en naranja se muestran las Unicas dos posiciones estrictamente conservadas
entre todas las secuencias analizadas: el residuo de prolina que separa las dos hélices, y la fenilalanina
que cuando es mutada por alanina impide la dimerizacion de las subunidades Rila de mamiferos. La
columna roja indica la posicién en la que se “quiebra” el alineamiento, como consecuencia de la
insercion de un aminodacido en las secuencias de hongos. Las columnas azules indican residuos
importantes en el establecimiento de la estructura tetramérica de Bcy1: Asp28, GIn31, Leu 41 y Arg45.
Las flechas negras sefalan la ubicacion de estos dos tultimos residuos en las subunidades RIIL
Finalmente, la columna verde representa una caracteristica distintiva de casi todos los dominios D/D
de hongos: un residuo de cisteina muy conservado que no estd presente en las subunidades R de
mamiferos e insectos.

En primer lugar, se observa que ciertas posiciones muy caracteristicas de los dominios
D/D de mamiferos estdn conservadas en todos los grupos; tal es el caso de la prolina que
separa las dos hélices (Pro26 en Bcyl (1-50)) y de Phe37 en Bcyl (1-50) que, como ya se
sefial, cuando es mutada por alanina en la subunidad Rlla de mamiferos, la proteina
resultante es incapaz de dimerizar. Debido a su elevada conservacion (son los Unicos dos
residuos que presentan conservacion estricta entre todos los grupos), estos dos residuos se

tomaron como referencia para el analisis posterior del alineamiento.

Por otro lado, se analizé la conservaciéon de residuos clave para la tetramerizacion de
Bcyl. En primer lugar, se observa que Asp28 se encuentra estrictamente conservado en
hongos y en las subunidades RII de mamiferos e insectos, pero no en las subunidades RI. Por
otro lado, GIn31 se encuentra conservada en todos los hongos, pero no en mamiferos (de
todos modos, este residuo no se encuentra entre los mas relevantes para el establecimiento

del tetrdmero, pero aun asi resulta notable su conservacion estricta en todos los hongos).

El aspecto mas notable del alineamiento consiste en que, hasta Phe37, las secuencias de
todos los grupos se encuentran bien alineadas; sin embargo, dos residuos mas adelante, las
subunidades R de hongos presentan una insercion que tiene como consecuencia un
desplazamiento en el registro helicoidal de sus hélices 2 respecto de las proteinas de
mamiferos e insectos. En concordancia con esta observacion, la posicion en la que ocurre esta
insercidn presenta mucha variabilidad en las secuencias de hongos (columna roja en la Figura

4.18). Resulta notable que este desplazamiento repercute en la ubicacién en el alineamiento
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del residuo mas importante para el establecimiento del tetramero de Bcy1: Arg45. Se observa
que en las subunidades RII de mamiferos e insectos, que presentan el residuo Asp28 que es el
otro componente clave del tetramero, esta arginina esta presente pero desplazado en una

posicidn respecto del de Bcy1 (flecha negra en la Figura 4.18). Lo mismo ocurre con Leu41.

Para analizar las posibles implicancias estructurales de estas observaciones, se analizaron
comparativamente las estructuras cristalinas de los dominios D/D de Rlla y de Bcyl,

mediante un alineamiento estructural (Figura 4.19).

Figura 4.19: Comparacion estructural de los dominios D/D de Bcy1 y Rlla.

En el panel de la izquierda se muestra una vista de una superposicion estructural del dimero BC de
Bcyl (1-50) (cintas purpura), con el dominio D/D de la subunidad Rlla de mamiferos (pdb: 21ZY)
(cintas verdes). En amarillo se muestra la hélice 2 de la cadena G del tetramero BCGH de Bcy1 (1-50);
la cadena H se omite por claridad. Se indican los extremos N y C terminales de cada una de las cadenas.
Se muestran algunos aminoacidos caracteristicos con el mismo c6digo de colores que las cadenas. Se
observa que el residuo Asp28 de la cadena R” del dominio D/D de Rlla forma un doble puente
salino/puente hidrégeno con Arg45 de la cadena opuesta. El residuo Arg45 de la cadena B de Bey1 (1-
50) se encuentra desplazado, formando un doble puente salino/puente hidrégeno con Asp28 de la
cadena G. En el panel de la derecha, se muestra como /nset una representacion de los residuos 44-46
de la cadena H de Bcyl (1-50). Se observa que Arg45 de esa cadena forma un doble puente
salino/puente hidrégeno con Asp28 de la cadena C.
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La observacion de las estructuras cristalinas confirma la prediccion realizada en base al
analisis de las secuencias. En el dominio D/D de la subunidad Rlla de mamiferos, existe un
doble puente salino/puente hidrogeno intercatenario entre Arg45, ubicada hacia el final de la
hélice 2 de un protémero, y Asp28, ubicado en el /oop del protémero opuesto. En cambio, para
la cadena B de Bcy1 (1-50), pese a que su hélice 2 alinea estructuralmente bastante bien con
la de Rlla, se observa que Arg45 se encuentra desplazada unos 909 respecto de la posicion
que adopta en el dominio D/D de Rlla (Figura 4.19, panel de la izquierda); esto corresponde al
desplazamiento esperado por la insercién de un aminoacido. Como consecuencia, pese a que
el protémero opuesto del dimero (C) presenta el residuo de Asp28 en la misma posicién que

RlIla, no es posible establecer el mismo contacto.

Mas aun, resulta notable que el doble puente salino/puente hidrégeno Arg45-Asp28 si
existe, pero se establece no con el residuo Asp28 de la cadena C, sino con el de la cadena G,
que forma parte del otro dimero de los dos que constituyen el tetramero. Esta interaccion
resulta perfectamente simétrica, dado que el residuo de Asp28 de la cadena C, que como ya se
sefal6 se encuentra bien alineado con el de la proteina de mamiferos, establece el mismo tipo

de contacto con Arg45 de la cadena H (Figura 4.19, panel de la derecha).

Estas observaciones sugieren fuertemente que el principal elemento responsable de la
tetramerizacion es la insercidon de un residuo en la posicion que antecede a Arg45. El analisis
del logo permite observar que en todos los grupos de hongos esta inserciéon se encuentra
presente, y los residuos Asp28 y Arg45 estan estrictamente conservados. Una hipotesis de
trabajo interesante es que el estado oligomérico descripto en este trabajo para Bcyl sea

extensible a las subunidades R de todos los hongos.

Como comentario final, otra caracteristica distintiva de las secuencias de hongos es la
presencia de un residuo de cisteina muy conservado hacia el comienzo de la hélice 2 (Cys33).
Si se observa la estructura cristalina de Bcyl (1-50) (que presenta una serina en esta
posicién), se puede apreciar que estos dos residuos se encuentran muy bien posicionados en
el espacio como para establecer un puente disulfuro intercatenario (no se muestra), lo que
podria representar otra caracteristica distintiva de los dominios D/D de las subunidades R de

hongos.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este capitulo se describe la primera estructura de alta resoluciéon de un dominio D/D
de la subunidad R de la PKA de un organismo no mamifero. En base a este analisis, fue posible
determinar cuales son los elementos que definen la estructura tetramérica de Bcyl (1-50).
Por otro lado, mediante el andlisis de las secuencias se identificaron las principales
diferencias entre esta estructura y la de los dominios D/D de mamiferos, que determinan que
los estados oligoméricos de estas proteinas en soluciéon sean distintos. Una observaciéon
importante es que, mientras que en el establecimiento del dimero participan tanto las hélices
1 como las hélices 2 de los dos protémeros, la estructura del tetrdmero es consecuencia
solamente de la participacion de los residuos de la hélice 2 que no forman parte del nucleo de
dimerizacion. La estructura sugiere un modelo para el tetrdmero de Bcyl WT con el dominio
D/D ubicado en el centro, y los /inkersirradiando a partir de los extremos C-terminales de las
hélices 2 de las cuatro cadenas; en este modelo, los dominios de union a cAMP se ubicarian en
la periferia, donde tendrian cierta movilidad como consecuencia de la flexibilidad

conformacional del /inker:

Un posible punto de interés que surge de los resultados de este capitulo es obtener
mutantes de Bcyl en su /ocus cromosémico que sean diméricas, y analizar las consecuencias
fisiolégicas de perturbar el estado de oligomerizacion. Un buen candidato para lograr esto es
el residuo Arg45, que demostré ser de importancia central en el establecimiento del

tetramero.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de cristales

Los cristales que se utilizaron para resolver la estructura se obtuvieron utilizando PEG
4000 como agente precipitante. Para ello, se tomaron como nucleos pequefios cristales
obtenidos a partir de una soluciéon de PEG 4000 30%, Tris 0,1 M, MgCl> 0,2 M, pH 8,5, y se
sembraron (microseeding) en una gota de idéntica composicion pero con una concentracion
de PEG 4000 24%. Para inocular los cristales se utilizé6 un bigote de gato. Estos cristales se
montaron en el equipo de difraccién de rayos X, para lo cual fueron pasados previamente por
una solucion crioprotectora conteniendo PEG 4000 30%, glicerol 20%, Tris 0,1 M, MgCl; 0,2
M, pH 8,5.

Coleccion de datos

Los datos se colectaron a 108 K utilizando un equipo Cryostream Series 700, Oxford
Cryosystems, con radiacién de la linea de Cu K, (1,5418 A) Se utilizé6 una fuente de anodo
rotatorio de cobre MicroMax007-HF (Rigaku), espejos Varimax-HF (Rigaku) y un detector del
tipo Image plate Mar345 (Mar Research). Se colectaron 200 frames de 15 minutos de

exposicién cada uno.

Procesamiento de los datos y resolucién de la estructura

Los datos se procesaron utilizando el paquete XDS. Para la resolucién de la estructura, se
intenté en primera instancia utilizar como sondas de busqueda la estructura cristalina del
dominio D/D de la subunidad Rlla (pdb: 2IZX, 2IZY). Estos intentos fracasaron debido a que
las dos estructuras resultaron ser, finalmente, bastante diferentes, y a la dificultad intrinseca

asociada a la resolucion de estructuras con gran cantidad de copias por unidad asimétrica.

Para sortear esta dificultad, se generaron modelos ab initio como sondas de busqueda
para reemplazo molecular, utilizando el programa Rosetta. El modelado se llevo a cabo
asumiendo un dimero simétrico, y se generaron 30000 modelos en total. Se tomaron los
primeros 1000 de acuerdo al score proporcionado por el programa, y fueron agrupados en

diferentes clusters. Los primeros 20 modelos de cada uno de los 20 mejores clusters se
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probaron como sondas utilizando el programa Phaser. De esta manera logrd resolverse la

estructura, que fue posteriormente refinada utilizando el programa Buster.

Herramientas bioinformaticas

Para el analisis bioinformatico de las secuencias y de las estructuras se utilizaron
distintos programas que funcionan onl/ine. Para el andlisis de la estructura cristalina se
utilizaron los servidores PDBePISA [6] y PDBsum [5]. Para generar los alineamientos de
secuencias se utiliz6 el programa Clustal Omega [18]. Para generar los arboles filogenéticos se
utiliz6 el programa Phylogeny.fr [19], proporcionando como input los alineamientos
generados con Clustal Omega. Los logos para los alineamientos de cada familia se obtuvieron
utilizando el programa WebLogo [20]. Las predicciones de estructura secundaria se
realizaron utilizando el servidor Phyre [21]. Finalmente, la visualizacién de las estructuras y

la generacidn de las imagenes se llevo a cabo utilizando el programa VMD [22].

La coleccion de secuencias generada se muestra en la siguiente tabla:

Organismo UniProt ID Dominio D/D Clasificacion
Mucor circinelloides PKAR1 A1YZ32 Si Mucormycotina
Mucor circinelloides PKAR2 C1K6Q3 Si Mucoromycotina
Mucor circinelloides PKAR3 H6U7H4 Si Mucormycotina
Mucor circinelloides PKAR4 H6U7H5 Si Mucormycotina
Rhizopus delemar RO3G 05751 Si Mucormycotina
Rhizopus delemar RO3G 14827 Si Mucormycotina
Rhizopus delemar RO3G 00025 Si Mucormycotina
Rhizopus delemar RO3G 15555 Si Mucormycotina
Rhizopus delemar RO3G 16579 Si Mucormycotina
Rhizopus delemar RO3G 06050 Si Mucormycotina
Batrachochytrium dendrobatidis FANTV7 Si Chytridiomycota
Blastocladiella emersonii P31320 Si Blastocladiomycota
Agaricus bisporus K91457 Si Basidiomycota
Coprinopsis cinérea A8NXY5 Si Basidiomycota
Cryptococcus gattii E6QY35 Si Basidiomycota
Cryptococcus neoformans QSHFV9 Si Basidiomycota
Fibroporia radiculosa J4GU90 Si Basidiomycota
Laccaria bicolor BOCYR4 Si Basidiomycota
Phanerochaete carnosa K5WJ63 Si Basidiomycota
Piriformospora indica G4TW49 Si Basidiomycota
Postia placenta B8PEC1 Si Basidiomycota
Schizophyllum commune Q33DX2 Si Basidiomycota
Serpula lacrymans F8PNR9 Si Basidiomycota
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Trichosporon asahii
Ustilago hordei

Ustilago maydis
Schizosaccharomyces japonicus
Schizosaccharomyces pombe
Ashbya gossypii

Candida albicans

Candida dubliniensis
Candida glabrata

Candida tenuis

Candida tropicalis
Clavispora lusitaniae
Debaryomyces hansenii
Kazachstania africana
Kazachstania naganishii
Kluyveromyces lactis
Lachancea thermotolerans
Lodderomyces elongisporus
Meyerozyma guilliermondii
Pichia angusta

Pichia pastoris

Pichia sorbitophila
Saccharomyces cerevisiae
Scheffersomyces stipitis
Spathaspora passalidarum
Tetrapisispora blattae
Torulaspora delbrueckii
Vanderwaltozyma polyspora
Yarrowia lipolytica
Zygosaccharomyces rouxii
Ajellomyces capsulata
Ajellomyces dermatitidis
Alternaria alternata
Arthroderma gypseum
Arthroderma otae
Aspergillus clavatus
Aspergillus kawachii
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Aspergillus terreus
Beauveria bassiana
Blumeria graminis
Botryotinia fuckeliana
Chaetomium thermophilum
Coccidioides immitis
Colletotrichum gloeosporioides

J5QEQO
I2FNH9
P49605
BEKO56
P36600
Q75AM2
QSHEW1
BOWAGO
QeFQLe
G3AYES
C5M619
C4YC33
Q6BZG7
H2AMUS
J7RPN6
Q6CPK7
C5DBK8
A5DUX9
AS5DNTS
E7R4G7
F2QW39
G8YB63
P07278
A3LN26
G3AKS3
[2H3M4
G8ZZQ6
A7TNN2
F2XG10
C5DWM8
CONGJ1
C5GF89
17G926
E5ROT4
C5FV92
A1CKA1
G7XCM5
Q9C196
Q5H7P2
QOCP60
JAKQ85
QSHEP7
COH5W5
GOSDMS9
I9XNOO
QOPXU3

Si
Si
Si
Si
Si

Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si
No
No
No

Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Taphrinomycotina
Taphrinomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Saccharomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
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Colletotrichum orbiculare
Emericella nidulans
Exophiala dermatitidis
Gibberella zeae
Grosmannia clavigera
Hypocrea atroviridis
Leptosphaeria maculans
Magnaporthe oryzae
Metarhizium acridum
Metarhizium anisopliae
Mycosphaerella graminicola
Nectria haematococca
Neosartorya fischeri
Neosartorya fumigata
Neurospora crassa
Neurospora tetrasperma
Paracoccidioides brasiliensis
Penicillium chrysogenum
Penicillium marneffei
Phaeosphaeria nodorum
Podospora anserina
Pyrenophora teres
Pyrenophora tritici-repentis
Sclerotinia sclerotiorum
Talaromyces stipitatus
Thielavia heterothallica
Thielavia terrestris
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Tuber melanosporum

Bos taurus

Bos taurus

Bos taurus

Bos taurus

Rattus norvegicus
Rattus norvegicus
Rattus norvegicus
Rattus norvegicus
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Mus musculus
Mus musculus
Mus musculus
Mus musculus

Qocic2
059922
H6C4K9
I11RZQ6
FOXSYO
Q86ZN7
ESADF7
014448
E9DXG2
ESEWM7
Q1KTFO
C7YRC1
A1D768
Q96UX3
Q01386
FEMF61
COsI91
B6H413
B6Q719
Qov3cl
B2B4N9
E3RID4
B2VYL4
A7EYXO0
B8LUQ6
G2Q7A9
G2QQL7
F2SDV1
F25018
D5GGF7

P0O0514
Q17QF5
PO0515
P31322
P09456
P81377
P12368
P12369
P10644
P31321
P13861
P31323
Q9DBC7
P12849
P12367
P31324

No
No
Si

No
No

Si
No
No
No

Si
No
No
No
No
No
No
No
No

Si
No

Si

Si
No
No
No
No
No
No

Si
Rla
RIb
Rlila

Rilb
Rla
RIb
Rlla
Rilb
Rla
RIb
Rlla
Rilb
Rla
RIb
Rlla
Rilb

Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
Pezizomycotina
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CAPITULO 5

INTERACCION DEL DOMINIO D/D DE BCY1 CON EL PEPTIDO

IRA2
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pero sabiendo que
andabamos para
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Capitulo 5 Interaccion del dominio D/D de Bcy1 con el péptido Ira2

ANTECEDENTES

1) En mamiferos, los dominios D/D son responsables de la interaccion con las proteinas
de anclaje de la familia de las AKAPs, que se establece entre la superficie expuesta al solvente
formada por las hélices 1 de los dos protémeros, de caracter hidrofébico, y la cara no polar de
un a-hélice anfipatica de unos 20 aminoacidos que esta presente en todas las AKAPs (dominio
AKB). Los residuos hidrofébicos de los dos componentes del complejo son cruciales para la

interaccion.

2) Hasta la fecha, no se han identificado en S. cerevisiae (ni tampoco en hongos en
general) proteinas que cumplan con las caracteristicas de las AKAPs. Sin embargo, se han
descripto proteinas que son responsables de la localizacién subcelular de Bcy1 bajo ciertas
condiciones [1], asi como también un grupo de proteinas que interactiian con la regién 1-85
de Bcyl a través de péptidos que parecen presentar caracteristicas similares a las de las
AKAPs [2]. Una de estas proteinas, Ira2, es una candidata interesante a ser clasificada como
posible AKAP, debido a que: 1) colocaliza con Bcy1 bajo ciertas condiciones [2], y 2) participa
de la misma via de sefalizaciéon que la PKA. Sin embargo, en contraste con las interacciones
clasicas D/D-AKB, el complejo Ira2-Bcy1 parece involucrar principalmente residuos cargados
positivamente del péptido, mientras que la mutacién por alanina de sus aminodacidos

hidrofébicos no perjudica la interaccidn.

OBJETIVOS Y ABORDAJES UTILIZADOS

Para completar la caracterizacion del dominio D/D de Bcy1 desde un punto de vista mas
funcional, se decidi6 evaluar su capacidad de interactuar con proteinas utilizando como

modelo el péptido Ira2. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos para este capitulo:

1) Evaluar la capacidad del péptido Ira2 de plegarse en forma de una a-hélice anfipatica, y
de esta manera decidir si se asemeja estructuralmente a los dominios AKB de las AKAPs. Para

ello se utiliz6 la técnica de CD.

2) Estudiar la capacidad del péptido de interactuar en soluciéon con Bcyl WT mediante

técnicas de espectroscopia de fluorescencia, y determinar la constante de afinidad para
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compararla con las reportadas para las interacciones D/D-AKB de mamiferos. Para ello se
utilizo una variante del péptido con un residuo de cisteina adicional que permite su marcacion
con un fluoréforo. Cabe destacar que en el trabajo ya mencionado, desarrollado en nuestro
laboratorio, la interaccién de Bcy1 con Ira2 completa se demostré mediante experimentos de
pull down, mientras que los ensayos que involucraron al péptido se realizaron en fase

heterogénea, utilizando arrays.

3) Determinar la capacidad de Bcy1 (1-50) de interactuar con el péptido Ira2, mediante
técnicas de fluorescencia y de CD, y obtener la constante de afinidad de la interaccién para

compararla con la de Bcyl WT.

4) En caso de verificarse esa interaccion, hipotetizar acerca de cuales podrian ser las
superficies de Bcy1 (1-50) que se encuentran involucradas en la misma, para comparar con el
sistema de mamiferos. Para ello, se cuenta con la informacién disponible de los arrays de
péptidos, que permitieron determinar cudles son los residuos de Ira2 que son clave para la

interaccidn, y con la estructura cristalina de Bcy1 (1-50).

Hasta el momento, los resultados correspondientes a estos objetivos no resultan del todo
satisfactorios, por lo que esta linea de trabajo se encuentra aun en desarrollo. En la siguiente
seccién integrada de resultados, métodos y discusién, se presenta una sintesis de los
experimentos preliminares correspondientes a los objetivos planteados anteriormente, y se

especulan algunas posibles explicaciones del comportamiento observado.
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RESULTADOS, METODOS Y DISCUSION

Para los experimentos de este capitulo se decidié trabajar con un péptido de Ira2 de 20
aminoacidos (CTTEVANNIIQKILAKIRSFL) que corresponde a los aminoacidos 2511-
2530 de la proteina. Esta secuencia es suficiente para garantizar la interacciéon con Bcyl WT
[2]. El péptido se sintetiz6 con un residuo de cisteina adicional en su extremo N-terminal para
poder derivatizarlo con un fluoré6foro; se eligié marcar en este extremo debido a que los tres
residuos que son clave para la interacciéon con Bcyl (Lys2521, Lys2525 y Arg 2527) se
encuentran en el extremo C-terminal del péptido. El péptido fue sintetizado por la compafiia

GenBiotech (http://www.genbiotech.com.ar/).

Estructura secundaria del péptido Ira2 en solucion

Para estudiar la estructura del péptido en solucién, en primer lugar se traté6 con
iodoacetamida (que es un reactivo alquilante de cisteinas), para evitar su dimerizacién
mediante la formacién de un puente disulfuro intercatenario. Posteriormente, el péptido
derivatizado fue purificado por cromatografia en fase reversa utilizando una fase fija C18 en

un equipo HPLC.

Con el objetivo de determinar si el péptido puede plegarse en forma de una a-hélice
anfipatica en solucion, se registraron espectros de CD. Dado que los péptidos tan cortos rara
vez adoptan su estructura nativa en solucién, dado que suelen requerir de la interaccién con
otras regiones de la proteina o con proteinas interactoras, se realizé una curva de agregado de
trifluoroetanol (TFE), que es un reactivo utilizado cominmente para estabilizar estructuras
helicoidales de péptidos que presentan cierta tendencia intrinseca a adoptar esa estructura.
En la Figura 5.1 (A) se muestran los resultados obtenidos. Se observa que aun en ausencia de
TFE el péptido tiene cierta tendencia a plegarse en forma de a-hélice (curva naranja claro), lo
cual resulta llamativo para un péptido de tan solo 20 aminodacidos. Esta hélice termina de
consolidarse por agregado de cantidades crecientes de TFE (curva rojo oscuro). Por otro lado,
en la Figura 5.1 (B) se muestra una representacion de “Helical Wheel’ del péptido. Se observa
claramente que la hélice es anfipatica, con un momento hidrofébico muy pronunciado en la
direcciéon de la cara no polar, constituida principalmente por residuos alifaticos; por el

contrario, la otra cara estd compuesta por residuos polares.
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Figura 5.1: Estructura secundaria del péptido Ira2.

(A) Espectros de CD en el UV lejano de una solucion 4 uM de péptido Ira2 en buffer Tris-HCI 10 mM pH
6,8; 10 mM NaCl; 1 mM DTT (linea naranja claro), y de soluciones de igual concentracién de péptido y
cantidades crecientes de TFE (10%-30%; naranja-rojo). (B) Representacion de “Helical Wheel’ de los
residuos 3-20 del péptido. El cédigo de colores es: naranja (hidrofébico), verde (polar, no cargado),
azul (basico), rosa (&cido); la flecha indica la direccion del momento hidrofébico.

Los resultados de esta secciébn demuestran que el péptido Ira2 tiene la capacidad de
plegarse en forma de una a-hélice anfipatica en solucidn, lo que es una caracteristica tipica de
los dominios AKB de todas las AKAPs de mamiferos. Por otro lado, los residuos de la cara
hidrofébica son, a excepciéon de una Phe, todos alifaticos; esto también se encuentra en
concordancia con las caracteristicas conocidas para las AKAPs de mamiferos, dado que, como
ya se discuti6 en la Introduccion, la interacciéon con los dominios D/D esta mediada por este
tipo de residuos. Finalmente, se observa que los tres residuos basicos que son determinantes
para la interaccién del péptido Ira2 con Bcyl WT se ubican a ambos costados de la cara

hidrofdbica.

Interaccion entre el péptido Ira2 y las proteinas Bcy1 WT y Bey1 (1-50)

Para llevar a cabo este analisis, en primer lugar se procedi6 a la marcacidon del péptido

con un fluoréforo adecuado para estudiar la interaccion por técnicas de fluorescencia. Se
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utilizo el reactivo IAEDANS (Figura 5.2) que fue elegido por: 1) reaccionar selectivamente con
residuos de cisteina, 2) ser sensible al entorno, lo hace muy apropiado para espectroscopia de
fluorescencia, y 3) presentar un tiempo de vida medio apropiado para mediciones de

anisotropia.
N
IN N
O

SO,H

Figura 5.2: Estructura quimica del IAEDANS.

El compuesto reacciona mediante un ataque nucleofilico del azufre desprotonado del residuo de
cisteina sobre el carbono en posicién a al carbonilo del reactivo, que resulta un buen electréfilo por
estar acompaiado del ioduro terminal.

Previo a la reaccidn, el péptido purificado por HPLC fue tratado con el agente reductor
TCEP para evitar el bloqueo de los grupos de cisteina por dimerizacion; este reactivo tiene la
caracteristica de no interferir con la marcacién, a diferencia de otros agentes reductores mas
convencionales como el DTT o el B-mercaptoetanol. A continuacidn, se llev6 a cabo la reaccion
de marcacion en buffer PBS a temperatura ambiente, en la oscuridad, utilizando un exceso
molar de 5 veces de reactivo respecto del péptido. Posteriormente, el péptido marcado fue
purificado del exceso de reactivo y del péptido sin marcar por HPLC, e identificado por
espectrometria de masa y por su espectro de fluorescencia. La Figura 5.3 muestra estos

resultados.
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Figura 5.3: Marcacion y purificacion del péptido Ira2.

(A) Cromatograma registrado para la purificacion del péptido Ira2 marcado con IAEDANS; se utilizd
una columna de fase reversa C18 y un gradiente lineal de 100% solvente A a 100% solvente B en 70
minutos (solvente A: agua, &cido trifluoroacético 0,05%; solvente B: acetonitrilo, 4cido trifluoroacético
0,05%) con un flujo de 1 mL/min. Se indican los picos correspondientes al exceso de péptido sin
marcar, al péptido marcado, y a péptido sin marcar que se encontré dimérico. El exceso de reactivo
eluye a volimenes mucho menores. (B) Espectro de masa del pico correspondiente al péptido
marcado en el cromatograma del panel (A). La MM esperada para el péptido sin marcar es 2375,9 Da.
La MM del IAEDANS sin el ioduro (que se pierde en la reaccion de marcaciéon) es 307,3 Da. La
diferencia de masa entre los dos picos es de 305 Da.

A continuacion, se analiz6 el comportamiento del espectro de fluorescencia del péptido
marcado como consecuencia del agregado de Bcyl WT purificada. Se observd que frente a
agregados sucesivos de proteina ocurre quenching de la fluorescencia del péptido, lo que
puede ser indicativo de interaccion (Figura 5.4 (A)). Por lo tanto, se intent6 obtener una curva
de unién por titulacién de una solucién de péptido marcado de concentracién conocida con
cantidades crecientes de Bcyl WT. Si bien el experimento se repiti6 en numerosas
oportunidades bajo distintas condiciones experimentales, nunca se pudo llegar a saturacién
porque para los ultimos puntos de la curva se observo agregacion de la muestra. No se pudo

determinar la causa de este fenémeno.
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Figura 5.4: Union del péptido Ira2 marcado a Bcy1 WT.

(A) Espectros de fluorescencia del péptido Ira2 marcado registrados en ausencia de Bcyl (linea
amarilla) y luego de agregados sucesivos de Bcyl. Los espectros se registraron a 252 C en buffer PBS
con una longitud de onda de excitacién de 370 nm. (B) Curva de unién de Bcy1 al péptido marcado (los
datos no corresponden a los espectros del panel (A)). Se represent6 la sefial de fluorescencia del
péptido marcado en el maximo del espectro de emisién en funcion del agregado de Bcyl. La
concentracion del péptido fue de 0,45 uM (determinada por absorbancia de acuerdo al espectro de
absorcion del IAEDANS). Los puntos corresponden a los datos experimentales, mientras que la linea
solida representa el ajuste de acuerdo a un modelo de unién 1:1.

Pese a las dificultades experimentales mencionadas, se observa que la curva de union
presenta el aspecto esperado para este tipo de experimentos hasta el punto en que la muestra
comenz6 a agregar. Aunque no se logré llegar a saturacion, se ajustaron los datos segiin un
modelo de unién 1:1, y se estim6 a partir del ajuste una Kq para el complejo, que resulté ser
del orden de las decenas de nM. Aunque este valor no puede ser considerado con seguridad
como la Kg, es probable que la estimacion aproximada del orden de magnitud de la afinidad no
esté errada. Este valor es del mismo orden que los reportados para los complejos D/D-AKB de

mamiferos.

Para verificar que el cambio espectral obedece efectivamente a la interacciéon entre Bcy1l
WT y el péptido, una vez completada la titulacién se intenté desplazar el péptido marcado
unido mediante agregado de péptido sin marcar proveniente del stock De esta manera, se
descubrio que éste viene impurificado con algiin componente que presenta fluorescencia en el

rango espectral utilizado, y por lo tanto no se pudo verificar este punto. Para continuar con
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estos estudios sera necesario purificar el péptido sin marcar de estas impurezas para validar

los resultados.

A continuacion, se intentd realizar el mismo tipo de estudio utilizando Bcy1 (1-50). En
contraste con lo observado para Bcyl WT, se observo un incremento de la fluorescencia del
péptido como consecuencia del agregado de la proteina (no se muestra). Luego de realizar
distintos tipos de controles, se concluyé que el efecto se debe a que el péptido, al encontrarse
en bajas concentraciones y contener residuos cargados, se adhiere a las paredes de la cubeta,
y que el agregado de Bcy1 (1-50) lo desplaza a la solucién, incrementando la fluorescencia. Se
intentaron registrar espectros en presencia de BSA o de tween como carriers para intentar
minimizar estos efectos, pero no se obtuvieron resultados que permitan confirmar o descartar
la interaccion. También se intentaron mediciones de anisotropia de fluorescencia, pero no se

observé evidencia de interaccion.

Considerando estas dificultades experimentales, y aprovechando que se conoce el
comportamiento de Bcyl (1-50) frente a la desnaturalizacion térmica (ver Capitulo 3), se
decidié evaluar la formaciéon de un complejo con el péptido sin marcar mediante CD. Este
abordaje suele ser bastante utilizado, y se rige por la hipétesis de que la formaciéon de un
complejo con el péptido deberia proporcionar alguna estabilidad adicional a Bcyl (1-50)
frente a la desnaturalizacién térmica, que se veria reflejada en un incremento de la Tn. Se
registraron entonces por CD curvas de desnaturalizacion térmica de Bcy1 (1-50) en presencia
y ausencia de un exceso de péptido IraZ sin marcar. La Figura 5.5 muestra los resultados

obtenidos.
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Figura 5.5: Curvas de desnaturalizacion térmica de Bcy1 (1-50) en presencia y ausencia de péptido.

Se registro la elipticidad a 221 nm en funcién de la temperatura para una muestra 30 yM de Bcy1 (1-
50) en presencia (linea rosa) o ausencia (linea azul) de un exceso de péptido Ira2 derivatizado con
iodoacetamida. Las curvas se registraron en buffer PBS, y la sefial fue corregida por la contribucion del
péptido a la sefial de CD considerando los espectros nativo y desnaturalizado del péptido aislado. La
sefial se normaliz6 de acuerdo al minimo valor de CD (correspondiente a la temperatura ambiente)
para poder comparar ambas curvas.

Se observa un leve incremento (0,42 C) en la T de Bcyl (1-50) como consecuencia del
agregado de un exceso de péptido Ira2. Sin embargo, esta diferencia resulta demasiado
pequefia como para ser considerada significativa. Estos resultados no confirman que haya
interacciéon entre ambos, pero tampoco se puede descartar en base a estos experimentos.
Seria necesario repetir estos ensayos utilizando otras concentraciones de proteina y péptido,
y otras condiciones de buffer, para descartar que la interacciéon no sea dependiente de la

fuerza ionica, por ejemplo.

Analisis de las posibles superficies de Interaccion de Bcy1 (1-50)

Si bien, como ya se sefial, en base a los resultados de este capitulo no se puede confirmar
que el péptido Ira2 interactie con Bcyl (1-50), numerosos antecedentes avalan la hipotesis
de que esa interaccion debe existir. En primer lugar, como ya se sefial6, se ha demostrado que
la mutante Bcy1 A(1-85), a la que le falta el dominio D/D, no es capaz de interactuar [2]. Por
otro lado, también se ha demostrado que la regiéon 1-48 de Bcyl es responsable de la
localizacion subcelular de la proteina bajo ciertas condiciones de crecimiento [1].
Adicionalmente, los resultados del andlisis bioinformatico del Capitulo 2 sugieren que a partir
del aminoacido 51 comienza la regidn del /inker, que es desestructurada; esta observacion no
descarta que esa region participe de la interaccién, dado que muchas veces las regiones
intrinsecamente desestructuradas de las proteinas estdn involucradas en la formacién de
complejos, y adquieren estructura como consecuencia de la interaccién. Sin embargo, el hecho
de que Bcyl (1-50) sea un dominio bien constituido, junto con el concepto de que en el
sistema de mamiferos el dominio D/D es el responsable de la interaccién con los dominios
AKB de las AKAPs, y las similitudes estructurales que existen entre el péptido Ira2 y los
dominios AKB de las AKAPs de mamiferos, sugieren fuertemente que la interaccion podria

darse a través de esta region. Por lo tanto, se decidi6 analizar la superficie del tetramero Bcy1
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(1-50) en base a su estructura cristalina para identificar potenciales sitios de interaccion. En

la Figura 5.6 se muestran los resultados de este analisis.

Figura 5.6: Caracteristicas de la superficie del tetramero Bcy1 (1-50).

Se muestran dos vistas superficiales de la estructura de Bcy1 (1-50). En los paneles de la izquierda se
muestra la superficie de union a AKAPs “clasica” del sistema de mamiferos, mientras que en los
paneles de la derecha se muestra la superficie que se constituye por los residuos expuestos de las
hélices 2 de las dos cadenas de dimeros distintos en el tetrdmero; esta superficie es unica de Bcy1 (1-
50). En la parte superior se muestra la representacion de la superficie, con los aminoacidos segun el
c6digo de colores: blanco (hidrofébico), verde (polar, no cargado), azul (basico), rojo (acido). Como
referencia, en el panel inferior se muestra el diagrama de cintas correspondiente a cada una de las
imagenes del panel superior.
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La superficie de union a AKAPs “clasica” presenta caracteristicas muy similares a la de los
dominios D/D de mamiferos: se observa un surco hidrofébico central, que en la subunidad
RIla es responsable de la interaccidn con los residuos alifaticos de los dominios AKB de las
AKAPs. Por otro lado, como consecuencia de la estructura tetramérica de Bcyl (1-50), se
generan nuevas posibles superficies de interaccion, que son unicas de esta proteina. Como se
observa en los paneles de la derecha de la Figura 5.6, esta superficie presenta caracteristicas

muy distintas a la anterior, ya que se encuentra enriquecida en residuos polares y cargados.

Como ya se sefialg, en un trabajo de nuestro laboratorio se demostré que la mutacién por
alanina de los residuos del péptido Ira2 Lys2521, Lys2525 y Arg 2527, compromete
seriamente la interaccién con Bcyl. Por otro lado, en ese mismo trabajo se demostré que un
péptido derivado de la AKAP-7 de mamiferos, que no interactiia con Bcyl, presenta cierta
afinidad por la misma cuando se mutan por alanina algunos de los residuos que constituyen la
cara hidrofébica de la a-hélice anfipatica [2]. En base a estas observaciones, en este trabajo se

postulé que la interaccién Ira2-Bcy1 podria estar dominada por interacciones electrostaticas.

Si Bcy1 (1-50) interactuara con el péptido Ira2 a través de la superficie “clasica” de unién
a AKAPs, los residuos hidrofébicos de la a-hélice anfipatica (ver Figura 5.1 (B)) podrian
encajar en el surco hidrofébico que se observa en el panel superior izquierdo de la Figura 5.6,
de manera andloga a la interaccion D/D Rlla-AKB. Sin embargo, no parece claro que los
residuos basicos del péptido (que se ubican a ambos lados de la cara hidrofébica) pudieran
establecer interacciones electrostaticas con residuos negativamente cargados, ya que estos no
se observan en esa superficie de Bcy1 (1-50). En esta linea, cabe recordar que se ha propuesto
que la fosforilacién del cluster I de serinas de Bcyl (Ser3 y Ser4, localizadas en la region
desestructurada N-terminal, y Ser9, localizada al inicio de la hélice 1) podria estar involucrada
en la regulacion de la interaccién con alguna proteina responsable de la localizacion
subcelular de Bcyl, de identidad aun desconocida [1]. Si este fuera el caso de Ira2, esas
serinas fosforiladas, que si se encuentran en las inmediaciones de esta superficie, podrian
establecer interacciones electrostaticas con los residuos basicos del péptido. De ser asi, esto
podria justificar que no se haya observado unidén entre Bcy1 (1-50) y el péptido en ninguno de
los experimentos, dado que en la proteina recombinante obtenida de bacterias esos residuos

no se encuentran fosforilados.
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Por otro lado, existe también la posibilidad de que la interaccion ocurra a través de la
superficie que se muestra en el panel de la derecha de la Figura 5.6, que involucra a los dos
dimeros que constituyen el tetramero. Como ya se sefald, esa superficie se encuentra
enriquecida en residuos polares y cargados; en particular, se aprecian numerosos residuos
acidos que podrian mediar interacciones electrostaticas con los residuos basicos del péptido.
Como se discutird en las Consideraciones finales, a menudo la oligomerizacién es un

mecanismo que permite la generacidn de superficies de interaccion con proteinas.

Pagina | 236



Capitulo 5 Interaccion del dominio D/D de Bcy1 con el péptido Ira2

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados preliminares presentados en este capitulo sugieren (aunque no
demuestran) que, en concordancia con lo que se encuentra reportado, Bcyl WT interactiia
con el péptido Ira2 en solucién. Sin embargo, aun no se ha podido determinar el valor de la
constante de afinidad por los problemas experimentales que ya fueron mencionados. Para
validar que el quenching de la fluorescencia del péptido se debe a la interaccién con Bcyl, es

necesario realizar ensayos de competencia por agregado del péptido sin marcar.

Por otro lado, no se obtuvo evidencia de que Bcyl 1-50 interactde por si misma con el
péptido. Esto podria deberse a distintos motivos: 1) es posible que los experimentos de
desnaturalizacion térmica no resulten adecuados para detectar la formaciéon del complejo; 2)
Bcyl (1-50) podria no ser suficiente para garantizar la interaccidn, y requerirse por lo tanto
de regiones presentes en el segmento 51-85; 3) podrian requerirse modificaciones post-
traduccionales, como las fosforilaciones ya propuestas, para que ocurra la interaccion.
Préximamente se repetiran los ensayos de fluorescencia utilizando reactivos que permiten
tapizar el interior de las cubetas para evitar el pegado del péptido a las paredes, para evaluar
la primera hipdtesis. De no observarse interaccién, se generardn construcciones con los
residuos de serina del cluster / mutados por aspartico para emular la fosforilacién.
Finalmente, se estd trabajando en nuestro laboratorio (Tesis Doctoral de Enzo Tofolén,
dirigida por la Dra. Silvia Moreno y codirigida por la Dra. Silvia Rossi) en la obtencion de la

construccion Bey1 (1-85), para evaluar la segunda hipétesis.
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Consideraciones finales

CONCLUSIONES

En este trabajo se presenta la caracterizacion estructural del dominio D/D de la
subunidad R de la PKA de Saccharomyces cerevisiae, Bcyl. Este es el primer estudio de este

tipo que se lleva a cabo en un organismo no mamifero.

El analisis bioinformatico y la estructura cristalina demostraron que la estructura
secundaria, los residuos hidrofébicos que constituyen el ntcleo de dimerizacién, y la
arquitectura general de los dominios D/D diméricos de mamiferos estan presentes en Bcyl.
Pese a que presenta algunas caracteristicas que son tipicas de los dominios D/D de las
subunidades Rlla, como por ejemplo la estructura del segmento N-terminal que precede a la
hélice 1, el dominio D/D de Bcy1 contiene elementos distintivos, como la extensién adicional
de la hélice 2, que presenta 1,5 giros mas que el de la subunidad RIla. Esta observacion es
consistente con las diferencias observadas en cuanto a la orientacién relativa de los dominios
de unién a cAMP, que como se menciond en la Introduccidn, en Bcy1 es muy distinta a la de las
dos subunidades R de mamiferos [1]. En conjunto, estas observaciones demuestran que Bcy1

es una subunidad R con caracteristicas estructurales Gnicas.

En concordancia con esta idea, se encontré una diferencia notable en cuanto a la
estructura cuaternaria: inesperadamente, el dominio D/D de Bcyl es un tetramero en
solucion. También se demostré por experimentos de SLS y de entrecruzamiento quimico la
existencia de una forma de Bcyl WT con esta misma estructura cuaternaria, que no habia sido
reportada hasta el momento. Esta forma oligomérica parece ser dinamica en solucién, de
manera dependiente de la concentracién, como lo sugieren los experimentos de SEC y de CD

de diluciones sucesivas del dominio D/D.

El andlisis de las secuencias obtenidas de distintos organismos, en conjunto con las
estructuras cristalinas, sugiere que la principal causa de esta diferencia en los estados
oligoméricos de las proteinas de levaduras y mamiferos es una insercién de un aminoacido
que existe hacia el final de la hélice 2 del dominio D/D de Bcy1. Esta insercién posiciona al
residuo Arg45 en conformaciones sustancialmente distintas en los dominios D/D de Bcyl y
Rlla, lo que a su vez tiene un impacto importante en la estructura cuaternaria. Esta
observacion esta relacionada con las diferencias de estructura secundaria que se aprecian en
esta region; cabe destacar que, cuando se alinearon las secuencias al inicio del Capitulo 2,
antes de conocer la estructura cristalina, para optimizar el alineamiento fue necesario

introducir un gap en los dominios D/D de mamiferos en esa misma posicidn.
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Muchas veces, las asociaciones transitorias entre proteinas se encuentran dominadas por
interacciones entre residuos polares o cargados, en contraste con las asociaciones
permanentes que son tipicamente hidrofébicas [2]. En concordancia con esta observacion, y
con la idea de que la estructura cuaternaria de Bcyl es dinamica en solucidn, la estructura
cristalina reveld que, si bien cada dimero esta sostenido por el ntcleo hidrofébico clasico de
dimerizacién, las interacciones entre los dimeros que conforman el tetrdmero son

predominantemente de tipo puente salino y puente de hidrégeno.

Se ha propuesto que los organismos han evolucionado para mantener la oligomerizacion
de sus proteinas debido a que esto les confiere ventajas funcionales [3]. Por ejemplo, la
localizacién de un sitio de unién con un ligando en la interfaz entre los componentes de un
complejo proporciona un mecanismo de regulacién a través del estado de oligomerizacion,
que es dependiente de la concentracion: cuando la concentracion es lo suficientemente alta
como para formar el oligébmero, el sitio de union existe, mientras que a bajas concentraciones
el complejo se separa en sus componentes individuales, y por lo tanto el sitio de unién se
desarma. Ademas de este mecanismo regulatorio, el ensamblado de oligdbmeros puede
aumentar el ndmero de proteinas interactoras, ya que ofrece nuevas superficies de

interaccién que no estan presentes en las subunidades individuales. [3].

Como ya se discutié en la Introduccién, en la PKA la principal funcién de la dimerizacién
de la subunidad R de mamiferos es proporcionar la superficie de interacciéon para las AKAPs.
En otros organismos se han descripto holoenzimas diméricas RC que son completamente
funcionales en cuanto a su actividad catalitica dependiente de cAMP, ya sea que existan asi
naturalmente debido a que sus subunidades R no tienen dominio D/D [4], o bien que fueran
generadas artificialmente por cortes con proteasas en la region del linker [5]. Estas
observaciones sugieren que en este sistema la dimerizacién se encuentra fuertemente
vinculada a la interaccién con otras proteinas. Efectivamente, en el caso de S. cerevisiae, 1a
mutante Bcyl A(1-85) es incapaz de establecer oligdmeros; en concordancia, esa mutante
tampoco es capaz de interactuar con Ira2 [6].

En vista de lo discutido en los parrafos anteriores, ampliando el concepto de
“dimerizacion” al de “oligomerizacion”, se puede especular que la tetramerizacion de Bcyl
esta relacionada con la generacion de nuevas superficies de interaccion con otras proteinas.

Como se aprecia en la estructura cristalina, por cada tetramero existen dos superficies clasicas
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de unién a AKAPs, que son predominantemente hidrofébicas, similares a las de los dominios
D/D de mamiferos. Sin embargo, la interaccion de Bcyl con Ira2 estd mediada por
determinantes diferentes que los de la interaccion clasica de los dominios D/D de mamiferos
con los dominios AKB de las AKAPs: mientras que la segunda es de naturaleza hidrofébica,
para la primera resultan cruciales tres aminoacidos del péptido cargados positivamente [6].
En el modelo del tetramero se aprecian sendas superficies expuestas a ambos lados del
complejo, que podrian proporcionar sitios de interaccion novedosos. Mas aun, estas
superficies estdn enriquecidas en aminoacidos polares y cargados (varios de ellos
negativamente); es posible que IraZ interactie con Bcyl a través de estas superficies

adicionales.

El concepto de que la estructura cuaternaria de Bcy1 es dindmica, junto con la idea de que
la tetramerizacion estd relacionada con el establecimiento de superficies de interacciéon con
otras proteinas, sugiere un rol regulatorio para la oligomerizacién de Bcyl, que a su vez
podria estar regulada por la concentracién intracelular de la proteina. En concordancia, se
observd en este trabajo que una cepa de S. cerevisiae que sobreexpresa el fragmento Bcy1 (1-
50), que podria tener la capacidad de alterar in vivo el estado de oligomerizacién de Bcyl
endbégena, genera efectos fenotipicos apreciables, asociados a una actividad PKA que se
encuentra atenuada respecto de la cepa WT. Esto podria estar asociado a la alteracion de la
localizacion subcelular de la holoenzima, o bien a la perturbaciéon de algin mecanismo de
regulacion alostérico entre las subunidades R del tetramero. Siguiendo la linea de la segunda
hipdtesis, la estructura cristalina reportada en este trabajo sugiere un modelo para el
tetramero de Bcyl WT en el que los cuatro extremos N-terminales de los protémeros se
agrupan en el centro, conformando el dominio D/D tetramérico, con los /inkers irradiando
hacia la periferia de forma concéntrica. Esto podria proporcionar mecanismos adicionales de
comunicacion entre los dominios de unién a cAMP de las cuatro subunidades del tetramero,
de forma andloga, aunque distinta, a lo que ocurre en las holoenzimas tetraméricas de

mamiferos, que fueron discutidas en la Introduccion.

Pese a que aun debe estudiarse la existencia de la estructura tetramérica in vivo (cabe
aclarar que tampoco ha sido verificado en mamiferos que las subunidades R sean
constitutivamente diméricas 7n vivo, y sin embargo siempre se consideran de esa manera), la
evidencia presentada en este trabajo sugiere que, en contraste con la idea clasica de que las
unicas formas posibles de la subunidad R son mondémeros y dimeros (dependiendo de si

tienen o no tienen dominio D/D) existe una mayor diversidad de estados oligoméricos. Esto
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amplia notablemente el panorama en cuanto a la diversidad estructural que presentan estas

proteinas en los diferentes organismos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A continuaciéon se enumeran algunos puntos de interés que surgen a partir de los
resultados de este trabajo y que pueden servir como disparadores de futuras lineas de

investigacion, y se proponen posibles abordajes experimentales para algunas de ellas:

1) Andlisis del estado oligomérico de Bcyl in vivo. Esto podria abordarse en primera
instancia por entrecruzamiento quimico intracelular, aprovechando que el EGS atraviesa las
membranas, y posterior analisis de las distintas formas oligoméricas por western blot. En un

segundo nivel, podrian utilizarse técnicas de microscopia de fluorescencia.

2) Analisis del posible rol fisioldgico de la tetramerizacién. Para completar el panorama
del analisis fenotipico presentado en el Capitulo 3, aprovechando el conocimiento que se tiene
acerca de la estructura cristalina de Bcy1 (1-50), podrian generarse mutantes puntuales en el
locus cromosomico de Bcy1l que generen proteinas diméricas y no tetraméricas, y evaluar los
fenotipos asociados a estas mutaciones. Un buen candidato para este abordaje es el residuo

Arg45.

3) Analisis del estado de oligomerizaciéon de la subunidad R de otros hongos, para
verificar las predicciones, basadas en el andlisis de secuencias, de que podrian ser

tetraméricas al igual que Bcy1.

4) Estudios en solucién de la estructura de la subunidad R completa. Siguiendo el enfoque
utilizado para la subunidad R de mamiferos, conociendo ya las estructuras de alta resolucion
de los dominios D/D y de uniéon a cAMP, para completar el panorama estructural de Bcy1l
podrian utilizarse técnicas como SAXS. Efectivamente, este trabajo esta siendo llevado a cabo

en nuestro laboratorio.

5) Analisis de la estructura cuaternaria de la holoenzima PKA de S. cerevisiae. La
estructura tetramérica de Bcyl presentada en este trabajo sugiere un interrogante clave,
relacionado con el estado de oligomerizacidon de la holoenzima. ;Es posible que exista una

holoenzima PKA octamérica, R4C4?

Pagina | 244



Consideraciones finales

6) Estudio de la interaccion de Bcyl con Ira2 y otras proteinas interactoras. Este es un
punto clave, que fue abordado de manera preliminar en este trabajo y para el cual no se
obtuvieron resultados concluyentes, pero que potencialmente resulta de gran interés. Para
ello, se continuara con los ensayos de interaccién entre el péptido Ira2 y Bcyl, a efectos de
elucidar si basta con el dominio D/D para garantizar la interaccion o si se requieren
segmentos adicionales, si las fosforilaciones del c/uster I de serina desempefian algin papel,
etc. Eventualmente, de confirmarse la interaccion, seria de gran interés mapear la superficie
de Bcyl (1-50) responsable de la misma, utilizando técnicas como intercambio hidrégeno-
deuterio acoplado a espectrometria de masa y, en ultima instancia, la cristalizacion y
resolucion de la estructura del complejo. Finalmente, seria interesante ampliar el andlisis a

otras proteinas, como por ejemplo Hsp60.

7) Estudio estructural y funcional de la construccién Bcy1 (1-85). Este fragmento resulta
de gran interés, dado que los resultados de este trabajo sugieren que el fragmento 51-85
podria estar involucrado en numerosos aspectos. Por ejemplo, resulta importante elucidar si
el /inker I desempeiia algin papel en la oligomerizacidn, si el c/uster II de serinas fosforilables
participa en la misma o bien en la interaccién con otras proteinas, etc. Este punto también

esta siendo abordado actualmente en nuestro laboratorio.

8) Analisis del papel que desempefia el residuo de cisteina conservado en las subunidades
R de hongos. Como se describi6 en el Capitulo 4, existe un residuo de cisteina conservado en
casi todos los hongos hacia la mitad de la hélice 2. Se hipotetiz6 que este residuo podria estar
involucrado en la formacién de un puente disulfuro intercatenario. Seria interesante verificar
esta hipotesis en aquellos hongos que lo presentan, y analizar qué rol fisiol6gico podria
desempefiar esa modificacion. Este punto resulta de interés dado que seria una caracteristica
distintiva de los dominios D/D de hongos, y ademas se ha reportado para la subunidad Rla de
mamiferos que el puente disulfuro caracteristico de estas subunidades desempefia un rol
regulatorio de la activacién de la holoenzima y de la interaccién con las AKAPs que es

dependiente del estado redox de la célula [7].
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