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Capitulo 3

3. Sintesis, caracterizacion estructural y evaluacion de la
interaccion con inmunoglobulina G de nuevos analogos
del dominio B de la proteina A de Staphylococcus
aureus

3.1. Introduccion

El dominio B es uno de los cinco dominios homadlogos de la proteina A de Staphyloccocus
aureus™?. Esta proteina de la superficie del S. aureus interviene en el mecanismo de evasion
del sistema inmune por parte de la bacteria®. La caracteristica principal de esta proteina es
la gran afinidad que posee por el fragmento cristalizable (Fc) de inmunoglobulinas*®. La
region de la proteina involucrada en esta interaccibn posee 5 dominios homédlogos
denominados E, D, A, By C en este orden desde la region N-terminal’.

La estructura del dominio B determinada por RMN contiene un haz de tres hélices
antiparalelas®. Las tres regiones helicoidales se encuentran ubicadas entre los residuos de
GIn12-His21, Glu27-Asp39 y Serd44-Ala59. Aunque la estructura de las dos primeras hélices
se determind inicialmente por cristalografia de rayos X en el complejo del dominio con Fc de
Inmunoglobulina, el segmento entre Ala49-Ala57 se encontraba en forma extendida dentro
del cristal®. No obstante, los datos estructurales obtenidos a partir de RMN, han demostrado

que la hélice C-terminal (Hs) existe en el complejo con Fc'®"

. La regién de la H; se
encuentra en la cara opuesta al complejo y sélo los residuos pertenecientes a la primera y
segunda hélices (Hq.,) son responsables de la union a Fc. Los residuos entre GIn12, GIn11,
Phe16, Tyr17, Leu20, His21 de la primera hélice (H,) y los residuos Arg30, Asn31, lle34,
GIn35, Leud7 y Lys38 de la segunda hélice (H;) comprenden la superficie de unién a

Fc'?(Figura 1).

Aunque la regién de H; no tiene contactos directos con Fc, esta regién desempefia un papel
crucial para el correcto plegamiento del dominio B. La interaccién entre Fc y el dominio B
depende de la estructura helicoidal de las regiones correspondientes a las dos primeras
hélices, la presencia de la tercera hélice promueve la formacién de un haz de tres hélices
estable. Analogos del dominio B con secuencias truncadas en la region C-terminal han
demostrado tener una actividad limitada frente a la unién con IgG humana, asi la reduccién
de los ultimos 10 residuos ocasiona una disminucién de la constante de afinidad de hasta
tres 6rdenes de magnitud'®, pasando de 10’ M a 10* M™. Por otra parte, de acuerdo con

resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio, el péptido con la secuencia
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correspondiente a la secuencia H;, presenta una disminucién notable de la helicidad
respecto al dominio B asi como una menor estabilidad térmica’. Adicionalmente, los
péptidos correspondientes a la regién H,, y la region H; en disolucién se encuentran
desestructurados, pero al ser mezclados se observa un aumento en la helicidad del sistema,
indicando la formacién de un complejo no covalente™. La interaccion entre estos péptidos y
el cambio conformacional involucrado se aprovecho para disefiar y analizar una quimioteca
OBOC de analogos de Hj, donde se tiene un péptido diferente por cada unidad de resina.
Del analisis de la quimioteca fue posible identificar péptidos capaces de unirse al fragmento
H,,'®"" Estos analogos de Hs; se seleccionaron después de un cribado de la quimioteca tras
la incubacién con el péptido Hi, e inmunoglobulina de conejo marcada con una sonda
fluorescente. Dos péptidos analogos de Hj; se encontraron en mayor cantidad, ambos
poseian la mutacion de serina 44 por fenilalanina y sélo diferian en la naturaleza de la
mutaciéon en el residuo de leucina 47. El mutante Hsrank poseia un residuo de lisina y el
mutante Hirany tenia un residuo de valina en la posicién 47 (Tabla 1).

Figura 1. Representacion tipo cintas del dominio B a partir de la estructura del PDB 1BDD?
usando el programa VMD'. El fragmento H,., se muestra en azul y la region de H; en amarillo
(A, B), en la region H,., también se representan los radios de van de Waals (A). Las posiciones
en las cuales se realizaron las mutaciones se sefialan con flechas (A, B). En el apartado C se
muestra la representacion del complejo entre el fragmento cristalizable y el dominio B

determinado por cristalografia de Rayos X (PDB 1FC1) °.

A partir de la observacion cualitativa de la asociacion entre los fragmentos Hi.» con Hj o sus
analogos, se plantearon los objetivos desarrollados en este capitulo:
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El objetivo general se dirigié hacia el analisis los efectos sobre la estructura, estabilidad y
actividad de las mutaciones realizadas en el nucleo hidrofébico de los analogos del dominio
B en los residuos Serd44 y Leu 47, desde dos diferentes estrategias. Por un lado, desde el
punto de vista de los dominios en forma covalente; y por otro, desde la aproximacion de los
complejos no covalentes formados entre el péptido con la secuencia de la hélice C-terminal
con el fragmento N-terminal que contiene la secuencia de las dos primeras hélices. Para
lograr este objetivo, el proyecto se subdividié en los siguientes objetivos especificos:

e En primer lugar sintetizar quimicamente el dominio B y sus dos analogos, de forma
covalente 'y no covalente, con las mutaciones Ser44Phe/Leud47Lys vy
Ser44Phe/Leud47Val (Tabla 1).

e Realizar un estudio comparativo de los complejos no covalentes H./H; y analogos
desde el punto de vista conformacional y de interaccién frente al reconocimiento por
parte de la inmunoglobulina.

e Por ultimo, determinar también comparativamente los efectos de los analogos en el
nucleo hidrofébico de los dominios completos desde el punto de vista estructural y de
interaccion con la inmunoglobulina G.

Tabla 1. Secuencias de los péptidos y dominios sintetizados

Péptido Secuencia

Han Ac-D4PSQS*“ANL*LAEAKKLNDAQAPKS!-NH,
Harank Ac-D4PSQF*“ANK*LAEAKKLNDAQAPKS!-NH,
Harany Ac-D4PSQF*“ANV4LAEAKKLNDAQAPKS!-NH,
Haa Ac-A*QKQA*SPD4’ALEKNLPKADNASLS'-NH>
Hiz Ac-A'PKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKD39-NH;

CxHi2 Ac-CAhxATPKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKD3-NH;

Dominio B Ac-A'PKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQS“ANL4LAEAKKLNDAQAPK®'-NH;
Dominio FANK | Ac-A'PKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQF+ANK*LAEAKKLNDAQAPKS1-NH2
Dominio FANV | Ac-A'PKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKDDPSQF+ANV4LAEAKKLNDAQAPKS'-NH2

T -~

3.2. Sintesis de los péptldOS H3n, H3a, H3FANK; H3FANV Yy H1_2

Los péptidos correspondientes a la region N-terminal (Hi) y los péptidos derivados de la
region C-terminal del dominio B (Hs,, Hsa, Harank, Harany) S€ sintetizaron sobre 137 mg de
resina Rink amida (0.7 mmol/g, escala de trabajo de 0.1 mmol) por quimica Fmoc/tBu. La
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incorporaciéon de los aminoacidos se llevo acabo usando el procedimiento estandar de
activacion con TBTU/DIEA. Los péptidos libres se escindieron de la resina después del
tratamiento con una mezcla de TFA/H,O/TIS/fenol (80:15:5:5 v/v/iviw) por 1h. ElI TFA se
eliminé por evaporacion y los péptidos se aislaron por precipitacién con éter dietilico. Los
péptidos se purificaron por HPLC en fase reversa C18 y se caracterizaron con HPLC en fase
reversa a escala analitica, analisis de aminoacidos y espectrometria de masas MALDI-TOF.
El péptido de 39 residuos correspondiente al fragmento Hq., se sintetizé automaticamente en
condiciones similares a los péptidos anteriores, en este caso se redujo la funcionalizacion
hasta 0.3 mmol/g de resina (ver 6.2). Todos los péptidos se obtuvieron como especies
mayoritarias con purezas superiores al 60% de acuerdo al perfil obtenido por RP-HPLC.
Igualmente las masas moleculares coinciden con lo esperado (Tabla 2). Los productos
fueron purificados por RP-HPLC semipreparativo hasta obtener purezas superiores al 97%
para poder ser caracterizados y usados en ensayos de actividad (Figura 2).

Tabla 2. Rendimiento de los péptidos sintetizados con la masa esperada y masa encontrada.
Tiempo de retencion (T,) de cada péptido usando un gradiente lineal de 0-100 % de ACN en 15
min con 0.036% de TFA

Péptido Rendimiento T, (min) Masa Masa
(%) esperada encontrada

(M+H)" (M+H)"

Hs, 23 6.2 2350.2 2349.2
Hs, 29 5.8 2350.2 2350.4
Harank 39 59 2425.3 2425.6
Harany 26 6.8 2396.3 2396.2
Hi 16 7.0 4642 .1 4641.4

Figura 2. Cromatograma de RP-HPLC (A) y espectro de masas MALDI-TOF del péptido H,_, (B).
El cromatograma se obtuvo usando un gradiente lineal de 0-40 % de ACN con 0.036% de TFA

en 15 min
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3.3. Sintesis del dominio natural y sus dominios analogos

3.3.1. Sintesis por quimica Boc del dominio B natural

El dominio B completo que abarca las regiones de las tres hélices posee en total 61
residuos. Previamente en nuestro laboratorio se habia sintetizado quimicamente esta
proteina empleando diferentes estrategias de sintesis que incluian quimica Fmoc/tBu vy
Boc/Bn. Los mejores resultados se habian obtenido con quimica Boc/Bn' aunque se
obtuvieron perfiles cromatograficos complejos y de dificil purificaciéon. Los diferentes
resultados obtenidos al comparar estas dos estrategias se deben principalmente a que las
condiciones acidas de la desproteccion del grupo Boc permiten reducir las interacciones
inespecificas entre cadenas generadas al aumentar la cadena peptidica en crecimiento'®?".
Teniendo este conocimiento previo se decidi® como primer intento realizar la sintesis del

dominio B por esta quimica.

La sintesis se realizd sobre resina p-MBHA (0.7 mmoles/g de resina, 0.1 mmol)
incorporando automaticamente cada uno de los residuos (ver 6.3). Los aminoacidos se
incorporaron como ésteres activos de HOBt generados por reaccion con DCC y HOBt en
DMF. Para aumentar la eficiencia del acoplamiento se realizé un segundo ciclo para hacer
reaccionar los sitos activos que bajo las condiciones anteriores no reaccionaran. En este
ciclo se utilizdé un exceso de DIEA (3.8 equivalentes) para neutralizar grupos amino libres
protonados y se adicion6é un 15 % de DMSO para mejorar la solvatacién del la peptidil
resina®’. Después del acoplamiento la peptidil resina se sometié a un ciclo de acetilacién con
anhidrido acético para bloquear los grupos amino que aun no hubieran reaccionado. Al
finalizar la ultima desproteccion la resina se trasladd a una jeringa de polipropileno con filtro
para ser acetilada manualmente (ver 6.2.3.). Finalmente las cadenas laterales fueron
desprotegidas y el péptido desanclado de la resina por tratamiento con HF/m-cresol®.

El producto crudo obtenido presentaba un perfil cromatografico y espectro de masas
complejo que mostraba la presencia de gran cantidad de impurezas (Figura 3). El producto
crudo obtenido se separ6é en diferentes fracciones por RP-HPLC, las cuales fueron
posteriormente analizadas por espectrometria de masas MALDI-TOF. Se observé que la
mayoria de impurezas correspondian a secuencias truncadas de menor masa molecular a la
esperada. El producto esperado se obtuvo con un rendimiento muy bajo, cercano al 1% de
lo esperado. De acuerdo con los perfiles de masas encontrados se podian localizar tres
regiones en las cuales la incorporacién del aminoacido habia sido incompleta. Estas
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regiones se encontraban entre los residuos 9-14, 21-32 y 41-47 (Tabla 3).

Figura 3. Caracterizacion del producto crudo obtenido de la sintesis del dominio B nativo
usando quimica Boc/Bzl. Cromatograma de RP-HPLC obtenido con un gradiente de 5-40% de
ACN con 0.036% de TFA en 15min. (A) y espectro de masas MALDI-TOF del producto (B). La
masa molecular esperada se encuentra en la fraccidon que aparece a un tiempo de retencién de
10.9 min
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Tabla 3. Masas moleculares de cada uno de los posibles fragmentos truncados en la sintesis
del dominio B nativo. En gris se destacan las masas moleculares encontradas

experimentalmente en el espectro MALDI-TOF del producto

Residuo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Acetilo A P K A D N K F N K E Q Q N A F Y E | L H
Acoplamiento 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 M4
Fragmentos acetilados 6980 6862 6765 6637 6566 6451 6337 6209 6062 5948 5820 5691 5563 5435 5321 5250 5103 4940 4811 4697 4584
Fragmentos 6937 6819 6722 6594 6523 6408 6294 6166 6019 5905 5777 5648 5520 5392 5278 5207 5060 4897 4768 4654 4541
Residuo 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Acetilo L P N L N E E Q R N G F | Q S L K D D P S
Acoplamiento 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20
Fragmentos acetilados 4447 4334 4237 4123 4010 3896 3767 3638 3510 3354 3240 3183 3036 2923 2794 2707 2594 2466 2351 2236 2139
Fragmentos 4404 4291 4194 4080 3967 3853 3724 3595 3467 3311 3197 3140 2993 2880 2751 2664 2551 2423 2308 2193 2096
Residuo 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61

Acetilo Q S A N L L A E A K K L N D A Q A P K
Acoplamiento 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Fragmentos acetilados 2052 1924 1837 1766 1652 1539 1426 1355 1226 1155 1027 898 785 671 556 485 357 286 189
Fragmentos 2009 1881 1794 1723 1609 1496 1383 1312 1183 1112 984 855 742 628 513 442 314 243 146

La mayoria de las impurezas encontradas corresponden a fragmentos peptidicos acetilados,
esto mostré que la incorporacién de estos aminoacidos no se habia completado. La zona de
secuencias truncadas entre los residuos 21-32 es particularmente importante ya que estas
masas moleculares se observaron en gran parte de las fracciones después de la purificacion
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y presentaban sefales intensas en el espectro de masas. La dificultad de la sintesis en esta
region redujo en gran parte el rendimiento final de la sintesis.

3.3.2. Sintesis por quimica Fmoc del dominio B natural

La dificultad de purificacién del producto obtenido siguiendo la estrategia Boc hizo necesario

2526 cambiando el

cambiar la metodologia de sintesis. Se decidi6 usar quimica Fmoc/tBu
protocolo estandar de sintesis?’. Dos factores podian haber afectado la eficiencia global de
la sintesis anterior, por un lado la formacién de estructuras complejas por interacciones
entre las cadenas peptidicas largas que dificultan la reaccidbn de acoplamiento de los

28,29

aminoacidos y por otro la eficiencia de la desprotecciéon del grupo amino terminal

después de cada acoplamiento®.

Con el fin de llevar al minimo las interacciones entre cadenas se redujo la funcionalizacion
de la resina hasta 0.2 mmol/ g de resina. Para ello se partié de resina funcionalizada con el
espaciador p-MBHA (0.7 mmol/g de resina, 0,245 mmoles) y se acoplaron 0,1 mmol Fmoc-
Gly-OH preactivados con TBTU/HOBY/DIEA 1:1:1.5 durante toda la noche con el fin de
asegurar la incorporacion completa del residuo. Es importante notar que en este paso de
sintesis, la solucion de reactivos se adicion6 muy lentamente agitando continuamente la
resina por medio de una corriente de nitrbgeno, para obtener una distribucién homogénea
de sitios activos sobre la superficie de la resina. Posteriormente se acetilaron los grupos
amino libres y se incorpord el espaciador bifuncional Rink. Sobre este soporte sélido se
incorporaron los aminoacidos de la secuencia preactivados con TBTU/HOBt/DIEA 1:1:1.5
siguiendo el protocolo de activacion estandar (ver 6.2).

En el caso de la desprotecciéon del grupo amino terminal con piperidina en DMF, a medida
que crece la cadena se hace mas dificil la eliminacién del grupo Fmoc®'. Para aumentar la
eficiencia de la desproteccion se usé una disolucion de piperina al 22 % en DMF y se le
adicioné 0.07% de triton X-100. Las propiedades como detergente del tritbn X-100 hacen
que las cadenas polipeptidicas se separen evitando interacciones inespecificas entre

cadenas y asi facilitar la eliminacion del grupo protector®*®.

Después de la desproteccion del ultimo residuo el grupo amino terminal se acetilé con
anhidrido acético. La peptidil resina se tratd con TFA/H,O/TIS/EDT (94:5:1:1 v/v) para
eliminar los grupos protectores de las cadenas laterales y escindir el péptido de la resina. El
péptido obtenido fue analizado por RP-HPLC analitico y espectrometria de masas MALDI-
TOF (Figura 4). La especie mayoritaria en el cromatograma, con un 60% del area respecto
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al total de sefiales, poseia la masa molecular esperada. El dominio purificado por HPLC
semipreparativo se obtuvo con un grado de pureza mayor al 98 %, apto para ser usado en
los experimentos posteriores, y con un rendimiento final de sintesis del 13 %.

Figura 4. Cromatogramas RP-HPLC y espectros de masas MALDI-TOF del producto crudo y
purificado de la sintesis del dominio B nativo por quimica Fmoc/tBu. Cromatograma del
producto crudo obtenido de las sintesis usando un gradiente de 5-40% ACN en 15min. (A).
Cromatograma del dominio B purificado usando un gradiente 0-35% de ACN (B) y el espectro
de masas MALDI-TOF (C)
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3.3.3. Sintesis del los dominios analogos

El éxito de la sintesis del dominio natural permitié establecer las condiciones éptimas para la
sintesis de los dos analogos con las mutaciones en los residuos 44 y 47. El dominio FANK
corresponde a la proteina con una mutacién de serina por fenilalanina en la posiciéon 44 y
leucina por lisina en la posicion 47. Mientras que el dominio FANV posee un residuo de
fenilalanina en la posicion 44 y de valina en la posicién 47 (Tabla 1). Como previamente se
ha descrito, las principales caracteristicas de las sintesis fueron la reduccién de la
funcionalizacién de la resina hasta 0.018 -0.2 mmoles/g de resina, la adicién de tritbn x-100
a la mezcla de eliminacion del grupo Fmoc y la utilizacion de TBTU/HOBt como sistema de
activacion. Los dominios se obtuvieron con rendimientos similares a la sintesis del dominio
B. La sefal mayoritaria en los cromatogramas (> 60 %) correspondia a la masa molecular
esperada. Después de la purificaciéon se lograron obtener los productos una pureza mayor al
98 % con un rendimiento final de sintesis y purificacion del 14 % (Figura 5, Tabla 4).
Mediante estas condiciones de sintesis se pretendia superar las limitantes encontradas en la

sintesis de péptidos largos, esto es eliminacién de impedimentos estéricos que facilitaran
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interacciones entre cadenas y bajos rendimientos en el paso de eliminacién del grupo Fmoc.

Tabla 4. Rendimiento de los dominios sintetizados con la masa tedrica y masa encontrada

Péptido Rendimiento (%) Masa esperada Masa encontrada
(M+H)* (M+H)"
Dominio B 13 6936.7 6935.0
Dominio FANK 14 7007.6 7009.0
Dominio FANV 14 6978.6 6981.1

Figura 5. Cromatograma RP-HPLC obtenido con un gradiente de 0-35% de ACN en 15 min. y el
espectro de masas MALDI-TOF del dominio FANK (A,B). Cromatograma obtenido con un
gradiente de 0-35% de ACN en 15 min. y espectro de masas MALDI-TOF del dominio FANV
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3.4. Dominios no covalentes

3.4.1. Analisis conformacional por dicroismo circular

El analisis de las bandas del espectro de dicroismo circular de péptidos y proteinas permite
obtener informacion acerca de la estructura secundaria de estas especies®. La estructura de
hélice a genera un espectro de dicroismo circular caracteristico, con un maximo positivo a
190 nm, y dos minimos negativos a 208 nm y 222 nm*.
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El dominio B nativo adopta una estructura principalmente helicoidal. La proteina es un haz
de tres hélices antiparalelas®. El fragmento que abarca las H; y H, por si sélo no es capaz de
adoptar una estructura determinada®?’. La regién que corresponde a la Hs, es necesaria
para la formacion y mantenimiento de una estructura estable'®. Este hecho ya se habia
observado en nuestro laboratorio, mezclas de péptidos con las secuencias correspondientes
a los fragmentos de Hi, y Hj, forman complejos no covalentes en experimentos de

dicroismo circular'1®,

Figura 6. Espectros de dicroismo circular de los péptidos individuales y de las mezclas
equimolares de los péptidos Hj,, Hs,, Hirank, Hsranv con Hy,. Cada cuadro muestra el conjunto
de espectros de los sistema Hj,/ His, (A), Hi.o/ Hs, (B), Hio/ Hspank (C), Hi2/ Hspanv (D). Los
espectros fueron obtenidos de las disoluciones a 40 uM de los péptidos en tampon fosfato 10
mM , NaCl 100 mM a pH 7.4 a 4°C. Codigo de colores: Péptidos Hs,, H3a, Hiarank, Hiranv €n azul
claro, Hi; en violeta, la suma aritmética de los espectros de los péptidos y H,, en gris y las

mezclas equimolares de los péptidos y H,, en negro
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Para confirmar que los péptidos analogos formaban complejos con el fragmento N-terminal
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del dominio B, H4.o/Hs,?, similares al formado con el péptido Hs,, se obtuvieron los espectros
de dicroismo circular de los péptidos individuales (Hs,, Harank, Haranv, Hsa) ¥ en mezclas
equimolares con H;, a 40 uM en tampén fosfato a 4 °C'6. EI espectro de Hq.,/Hj, fue usado
como control positivo de la interaccion y la mezcla Hy.o/H3, se usé como control negativo. Se
observé que todos los péptidos individuales se encontraban desestructurados en estas
condiciones. Sin embargo, los espectros de dicroismo circular de las mezclas mostraban un
aumento en la intensidad de la banda a 222 nm respecto al espectro obtenido de la suma
aritmética de los péptidos individuales (Figura 6). Segun lo esperado, el espectro de la Hy.
o/H3a mezcla conservaba el perfil caracteristico de estructuras desordenas. Este resultado
parecia indicar la formacién de complejos no covalentes de los analogos Harank ; Harany CON
Hi> Al comparar la intensidad de la banda a 222 nm de las diferentes mezclas se observé
que seguian el siguiente orden Hio/Hspanv> Hio/Hzn>Hqo/Hapank™>>H1.2/H3,. Esto mostraba
que la modificacion Ser44Phe y Leu47Val estabilizaba la formacion del complejo no

covalente con mayor intensidad que la modificacién Ser44Phe y Leu47Lys y que el sistema
nativo.

Figura 7. A. Esquema comparativo de los espectros de dicroismo circular de las mezclas
equimolares de los sistemas Hi.,/ Hj, (negro), Hi,/ Hj, (verde), Hi.o/ Hipank (azul) y Hio/ Hipany
(rojo). B. Curvas de estabilidad térmica, variacion de la elipticidad a 222 nm con la temperatura

de cada una de las mezclas
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La observacion de la formacién de complejos helicoidales entre Hi,. y los péptido Ha,

Hsrank, Harany llevo a verificar la estabilidad térmica de estos complejos. Para ello se

@ La nomenclatura Hq.,/Hs, indica la mezcla de los péptidos correspondientes en disolucion. Hq; es el
péptido N-terminal del dominio B que contiene la secuencia de las hélices 1 y 2. Ha, corresponde al

péptido con la secuencia natural de la hélice C-terminal del dominio o sus analogos.
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obtuvieron curvas de variacion de la elipticidad molar con la temperatura a 222 nm (Figura
7). En los sistemas Hio/Hzn, Hio/Hzeank ¥ Hio/Hzpany @ medida que aumentaba la
temperatura la banda a 222 nm iba desapareciendo, manteniéndose constante después de
30 °C. La elipticidad molar del sistema Hq.,/H3;, permanecié constante en todo el rango de
temperaturas, indicando que no habia asociacion ni un cambio en la estructura de la mezcla.
Esta diferencia permiti6 comprobar la formacién de complejos no covalentes con estructura
terciaria tanto en el sistema nativo como en los sistemas analogos. La forma de las curvas
de los complejos demostré que el proceso de desnaturalizacion no era cooperativo para
ninguno de los sistemas estudiados. En este caso aunque la formacién del complejo es
evidente, las interacciones péptido-péptido son débiles y gran parte de la estabilidad se

encuentra limitada por interacciones con el disolvente®*°.

3.4.2. Estudios de interaccion por resonancia de plasmon
superficial

3.4.2.1. Interaccion entre Hi; y los péptidos

Puesto que los resultados obtenidos por dicroismo circular mostraron que los péptidos
analogos de Hs, eran capaces de interaccionar con Hq.,, se decidi6é estudiar la unién con H,
por medio de RPS. ara esto el péptido analogo de H;., con la secuencia N-terminal Cys-Ahx

se inmovilizo quimioselectivamente a un sensor CM5 por medio de un enlace disulfuro®®*'.

Inicialmente se estudié la interaccién del péptido CxHq, con los péptidos Hai,, Harank Y
Hsrany, Usando Hi, como control negativo. Disoluciones de los péptidos a diferentes
concentraciones se inyectaron sobre la superficie del sensor con diferentes grados de
inmovilizacion (154, 500, 1000 RU, unidades de respuesta), en tampén HBS-EP pH 7.4 a 25
°C (ver 2.8). Después de eliminar la repuesta obtenida de la referencia se observd que la
repuesta relativa obtenida al inyectar, Hsn, Harank ¥ Hseany, @umentaba al incrementar la
concentraciéon. Sin embargo, el perfil de los sensogramas era rectangular, los datos
adquiridos no mostraron una curva en la fase de asociacion y una curva de decaimiento en
la fase de disociacion (Figura 8). La respuesta obtenida al variar la concentracion de ligando
en sistema control H4_o/H3, permanecié constante, lo que indicaba que estos dos péptidos no
interaccionaban. El aumento de la respuesta relativa con la concentracion demostré que
habia unién entre los péptidos (Hsn, Harank ¥ Hsranv) ¥y €l fragmento Hi, anclado a la
superficie del sensor.
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Aunque las velocidades de asociacion y disociacidn sean muy rapidas para ser medidas, la
curva de concentracion versus la repuesta en el equilibrio permite obtener la constante de
afinidad (Kp) cuando se alcanza la saturacion*’. A pesar de utilizar un rango amplio de
concentraciones (de mM a uM), sélo en el sistema Hq.o/Hsrany se logré llegar a la saturacion
(Figura 9). En el caso de las curvas para los sistemas Hi.o/Ha, y Hio/H3srank s€ observo que
la variacion de la respuesta incluso a 3 mM no se alcanzaba la saturacién completa. Por
encima de esta concentracidén no se obtenia una disolucidn homogénea y por esta razén no
se realizaron medidas a mayor concentracion.

Figura 8. Sensogramas obtenidos al inyectar diferentes concentraciones (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0,

1.5 uyM) de H;rany (A) y Hia (B) sobre una superficie funcionalizada con 154 RU de CxH,;
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Tabla 5. Constantes de disociacion, Kp, calculadas a partir de las curvas de saturacion de los

sistemas Hi.,/H;, y analogos

Sistema Kp (M) R?

H1o/Hsq 2.41x10°% | 0.977
Hio/Hzeank | 5.72x10°2 | 0.980
Hip/Hapany | 1.96x10“ | 0.998

? Se calcularon las Kp de los tres sistemas, pero sélo la correspondiente al sistema Hy.o/Hsran tiene

significado cuantitativo.

Los datos se ajustaron de acuerdo al modelo de “la ley de accién de masas” en el equilibrio.
En los sistemas H.o/Hs, y Hio/Heank, las curvas no llegaron a la saturacion, asi que los
valores de Kp obtenidos para estos sistemas se calcularon sélo para tener una idea
cualitativa de su magnitud, la cual es mayor a 2.5 mM. La curva de saturacion del sistema
H1o/Heany permitié calcular un valor mas preciso de la constante Kp, 1.96x10* M (Tabla 5).
Este valor es de al menos un orden de magnitud superior al del calculado aproximadamente
para los complejos entre Hi, 0 Harank ¥ €l fragmento Hi,. Las modificaciones de caracter
hidrofobico en el péptido Hirany hacen que la interaccién en complejo formado con Hq, sea
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de mayor afinidad. Este resultado se correlaciona con lo obtenido del analisis de los
espectros de dicroismo circular, en donde este complejo mostré el mayor incremento en la
helicidad.

Figura 9. Curvas de RPS de la interaccion entre el fragmento Hy., con H;, y analogos. Curvas de
union entre Hy.; y Hi, (A), Hi2 Y Hirank (C), Hi.2 y Harany (D) y el control negativo de interaccion
con Hs, (B). El valor de la respuesta en el equilibrio (en RU) se encuentra representado frente a

la concentracién de péptido inyectado
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3.4.2.2. Interaccion de los complejos Hq.o/péptido con IgG

El hecho de que las curvas de unién de los péptidos, Hs,, Hsrank ¥ Hsrany, @ Hi2 no llegaran

a la saturacién impidi6 verificar si esta interaccion era especifica. Por ello se decidié simular
118
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sobre el sensor la interaccion entre complejos de Hi../péptido con inmunoglobulina. Para
comprobar si la interaccidn era selectiva se reprodujo sobre el sensor el ensayo que
previamente se habia usado para analizar la quimioteca de analogos de Hj, estudiada
anteriormente en nuestro laboratorio'®, para ello se realizaron co-inyecciones de péptido con
IgG de conejo a diferentes concentraciones (Figura 10).

La interaccion de los complejos péptido/Hs> con IgG de conejo se estudié por RPS uniendo
covalentemente el péptido CxHq., a la superficie de un sensor CM5 por medio de un enlace
disulfuro (Figura 10). Inicialmente se observo que la IgG era capaz de interaccionar con el
CxH., anclado al sensor, con una constante de afinidad de 2,70x10°% M’ (Figura 11). Segun
se observd anteriormente los péptidos (Hsn, Harank, Hasrany) interaccionaban con Hi,
siguiendo un cinética de asociacion y disociacion rapida, por lo cual no era posible seguir la
cinética por RPS (3.4.2.1). Sin embargo, al coinyectar péptido (Hs,, Hsrank, Harany) con IgG
la respuesta aumentaba respecto a la encontrada al inyectar sélo inmunoglobulina. Esto
indicaba que habia un cambio en la interaccion de la IgG con CxHi, cuando Hj, o sus
analogos se encontraban en la disolucion.

Para estudiar el efecto de la coinyeccion de péptido con IgG se hicieron varias inyecciones a
diferentes concentraciones de IgG con una cantidad constante de péptido, en tampén HBS-
EP pH 7.4 a 25 °C. La concentracion de péptido usada fue de 2.5 uM, la cual se escogi6
porque no mostraba una respuesta detectable al interaccionar con la superficie CxHi.
(Figura 8). En estas condiciones, la respuesta observada corresponderia sélo al cambio de
masa producido por la interaccion con IgG. En cada sensograma se adquirieron los datos
correspondientes a la asociacion de IgG al complejo, la disociacién de IgG en presencia de
péptido y de la disociaciéon de IgG en ausencia de péptido.

Los datos cinéticos se ajustaron de acuerdo al modelo de Langmuir de interaccién 1:1 para
calcular la constante de afinidad y las constantes cinéticas (Tabla 6). Este modelo describe
la unién 1:1 entre el ligando y el analito, y es equivalente a la isoterma de Langmuir para

adsorcion en una superficie*>**.

Ka
A+B = AB

Kad
El grado de semejanza entre los datos experimentales y los datos obtenidos después del
ajuste al modelo de de Langmuir se compararon mediante el valor estadistico x°. En el caso
de la interaccion con CxH4., los datos se ajustaron al modelo con un xz de 1.78 mientras que
los sistemas Hi.o/Hs, ¥ Hio/Hapank S€ ajustaron con un xz de 6.23 y 8.65. Estos valores estan
dentro del rango aceptable para aplicar este modelo, el cual debe ser inferior a 10. No
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obstante, en el caso de la interaccion de IgG con el sistema Hq., /Haeany €l Xz de este ajuste
es de 26.8. Esta diferencia puede atribuirse a que en la interaccién entre Hio /Harany
interviene un cambio conformacional mayor al producido en los otros dos complejos.

Las interacciones no especificas debido a efectos del sensor en si mismo, tales como
transporte de masa o impedimentos estéricos, pueden afectar la respuesta obtenida y
aumentar la complejidad de la interaccion. No obstante, la influencia de estos parametros se
considero y elimind en el disefio experimental. Los efectos estéricos sobre la superficie se
redujeron al usar un grado bajo de inmovilizacion de CxH;,. Efectos producidos por
transporte de masas no fueron observados al aumentar el flujo. Por ultimo, el ligando se uni6
a la superficie por medio de un enlace disulfuro para evitar heterogeneidad en la superficie

por diferentes orientaciones del ligando*>®.

Figura 10. Descripcion esquematica del experimento de union de IgG a los complejos entre

péptido y CxH,_; inmovilizado sobre un sensor.

MW: 150000 Analito: 1gG

Péptido: Hy,, Hapany: Hapank

Masa: 2300-2600 G Concentraciones variables

CAhxH, , ,
immobilizado por medio
de un enlace disulfuro

Sensor-CM5
(superficie de dextrano carboximetilado

Los resultados obtenidos de la interaccion entre los complejos no covalentes Hq.,/Hz con
IgG permiten divisar un cambio conformacional adicional sobre la superficie. Este
comportamiento esta relacionado con la informacion previamente obtenida por dicroismo
circular, en donde se observé que las mezclas equimolares H4./péptido mostraban mayor
helicidad que los péptidos individuales. No es evidente que un cambio conformacional, al no
estar asociado a un cambio de masa, produzca a su vez un cambio en la respuesta de RPS.
Sin embargo, el efecto de un cambio conformacional puede observarse indirectamente, la
formacion de especies secundarias pueden alterar el equilibrio entre el complejo y el analito
libre. Esta variacion puede cambiar la cantidad de masa sobre la superficie y por lo tanto la



Capitulo 3

respuesta obtenida®?.

Figura 11. Curvas de RPS de la interaccion entre IgG y los complejos péptido/H,,. Los

sensogramas mostrados corresponden a las cinética de asociacion y disociacion de IgG con
I'|1-2 (A)’ H1-2lH3n (B), H1-2/ H3FANK (C), I'|1-2/H3FANV (D)
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Tabla 6. Constantes de afinidad y cinéticas de la unién de IgG° a H;, y complejos no

covalentes con Hj,, Hirank Y Hsrany- Las constantes se determinaron usando un modelo de

union 1:1
Complejos Kas (1/Ms) | kg (1/s) Ka (1/M) Ko (M) y2
Hio 1.13x10° 4.19x10™ 2.70x10° 3.70x10” 1.78
Han/H1- 2.16x10° 5.24x10™ 4.12x10° 2.43x10” 6.23
Harank/H1-2 1.80x10° 5.49x10™ 3.29x10° 3.04x10” 8.65
Haranv/Hi-2 8.30x10* 2.21x10° 4.39x10" 2.81x10° 26.8

En resumen, la adiciéon de los péptidos (Hsn, Haranv ¥ Harank) @ la disolucion de 1IgG aumenté
la afinidad de CxHq., por la IgG y este efecto es considerablemente mayor en caso de la

b kas*,kais*, Ka* y Kp* deben ser consideradas como constantes aparentes debido a que se us6 como analito la

IgG de conejo y no sélo el fragmento Fc.
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adicion de Hsrany. El complejo formado por Hqo/Hapany tiene una Ka de al menos un orden de
magnitud superior a la de los otros dos complejos. Este aumento en la afinidad esta
relacionado con el aumento de la velocidad de asociacion con la IgG, lo cual esta reflejado
en un aumento de la constante de asociacion, ks, en casi dos ordenes de magnitud.
Curiosamente también se observé un aumento en la kg, I0 que esta relacionado con una
disociaciéon mas rapida. Aunque la velocidad de disociacion sea mayor, la velocidad de
asociacion hace que Ka de IgG por el sistema Hq,/Hzpany S€a de igual magnitud o incluso
mayor que las constantes obtenidas con sélo Hq.; 0 el sistema H4.o/H3,.

La constante de disociacion, kg2, del complejo al dejar de inyectar tanto IgG como péptido
se calculd considerando que la disminucidén de la respuesta seguia un decaimiento
exponencial (Tabla 7). Durante la fase de disociacion la variacion de la respuesta (R) en el
tiempo (t) depende de la constante cinética de disociacion,

B = —Kais2R
dt

Integrando esta ecuacion se obtiene la siguiente expresion:
R=Roe-Kdszt 4

Donde Ry es una constante que corresponde a la respuesta al inicio de la disociacion y ¢

una constante con la respuesta a tiempo infinito.

Tabla 7. Constates de disociaciéon de IgG de CxH;_, en ausencia de péptido, kyis2, considerando

que el la respuesta tiene un decaimiento exponencial

Sistema Kais2 (1/s) x?

Hsn/H1o 2.92X10-3 0.101
Harank/H12 | 3.08X10-3 0.157
Haranv/Hio | 5.78X10-3 7.93

En general, se observd que estas constantes de disociacién eran mayores que las halladas
para la disociacién de IgG de la superficie con el péptido CxH,., inmovilizado. La disociacién
de 1gG en estas condiciones es similar para los tres complejos y sélo ligeramente mayor
para el sistema con Hseany. La disminucidén de respuesta al eliminar el péptido ratifica que la

formacién del complejo entre Hq., y el péptido Hs, 0 analogos afecta la union con la IgG.
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3.5. Dominios natural y analogos

3.5.1. Analisis conformacional por dicroismo circular

Segun los resultados obtenidos del estudio por dicroismo circular y de resonancia de
plasmon superficial, los analogos Hzrank ¥ Harany forman complejos no covalentes con Hq,
que inducen un cambio conformacional general en el complejo que se refleja en un aumento
de la helicidad del sistema. Esto motivé el analisis de los efectos de estas analogos en la
estructura y actividad de los dominios completos, el domino B natural, el domino con las
mutaciones Ser44Phe Leu47Lys (dominio FANK) y el domino con las mutaciones Ser44Phe
Leud7Val (dominio FANV).

Figura 12. A. Espectros de dicroismo circular de el dominio B nativo (negro), dominio FANK
(azul) y el dominio FANV (rojo). Los espectros se obtuvieron de las disoluciones a 40 uyM de los
péptidos en tampoén fosfato 10 mM , NaCl 100 mM a pH 7.4 a 4°C B. Curvas de estabilidad
térmica, variacion de la elipticidad a 222 nm con la temperatura de los dominio B nativo (Tm:
72.2°C, curva en negro), dominio FANK (Tm: 70.2 °C, curva en azul) y el dominio FANV (Tm:

81.1 °C, curva en rojo)
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Los espectros de dicroismo circular de los anélogos y el dominio natural se obtuvieron en
condiciones iguales a las usadas en los complejos no covalentes (40uM de proteina en
tampoén fosfato 10mM con NaCl 100 mM a pH 7.4 a 4 °C). Los espectros mostraron las
bandas caracteristicas de estructura de hélice a con una banda positiva a 190 nm y dos

bandas negativas a 208 y 222 nm (Figura 12). Lo que reveld que los analogos eran capaces
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de plegarse generando una estructura estable similar a la del dominio natural. Ademas, se
observé un aumento de la helicidad de los dominios analogos respecto al natural. Aunque el
dominio FANV era sélo ligeramente mas helical, el dominio FANK mostré un aumento
notable en la intensidad de los dos minimos a 208 y 222 nm (Tabla 8).

Tabla 8. Estimacion de estructura secundaria de los complejos y los dominios a partir de los

espectros de dicroismo circular. El calculo se realizo utilizando los algoritmos CONTILL y

SELCON3

Muestra Programa % Hélice a % Hoja B % Giro % Desordenada
Hy2/H3, SELCONS3 6.7 12.7 8.9 70.6
Hi2/H3, CONTINLL 7.3 9.7 8.5 74.5
Hy2/H3, SELCONS3 25.2 134 15.7 451
Hio/H3, CONTINLL 26.3 10.3 15.3 48.2
H2/Harank SELCONS3 19.2 15.9 13.9 514
Ho/Haean CONTINLL 21.1 7.3 11.9 59.8
Hy2/Harany SELCONS3 39.2 8.5 234 27.6
H1o/Haeany CONTINLL 44 6.7 22.5 27
Dominio B SELCONS3 58.6 3.2 17.4 233
Dominio B CONTINLL 71.2 6.4 19.9 24
Dominio FANK | SELCON3 77 -1.5 11.4 14.7
Dominio FANK | CONTINLL 90.6 0.2 8.5 0.7
Dominio FANV | SELCON3 73 -1.1 12 18.7
Dominio FANV | CONTINLL 76.7 34 13.5 6.4

La estimacién de la estructura secundaria de los dominios se realizd a partir de los datos de
dicroismo circular usando los métodos CONTINLL y SELCON del programa CDPro*’. Los
datos del espectro de dicroismo circular se ajustaron usando una base de espectros de 48
proteinas de estructuras conocidas. Los dos algoritmos proporcionaron una estimacion de
estructura secundaria similar entre si. En general, se observé que la estructura de hélice a
predominaba sobre los otros elementos estructurales. Al comparar la helicidad de los
complejos con la de los dominios se encontr6 que la unién covalente entre la H, y Hj
estabilizé la estructura tridimensional lo que se ve reflejado en el aumento de la helicidad
(Figura 13). Los dominios analogos presentan mayor porcentaje de helicidad que el dominio
natural. Aunque esta diferencia es mas significativa en el caso del dominio FANK. Sin
embargo, en el caso de los complejos no covalentes el complejo Hi.o/Hsrany posee mayor
contribucién de estructura de hélice a que el complejo nativo y el analogo Hqo/Hapank. Esta
diferencia entre los complejos no covalentes y los dominios esta asociada en gran parte con
el residuo de lisina modificado en la posicion 44 del dominio FANK. En el complejo H4.
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o/Harank los dos fragmentos pépticos se encuentran libres en disolucion, por lo que la cadena
lateral de la lisina 47 puede estar interaccionando tanto con el sistema peptidico como con el
disolvente. Aunque, la cadena de metilenos de la lisina favorece las interacciones
hidrofobicas entre los dos péptidos, el grupo amino protonado de la cadena lateral esta
interaccionando competitivamente con el medio acuoso y el péptido. Si bien se observo la
un aumento en la helicidad del complejo entre Hi.o/Harank, €ste era inferior al del complejo
Hio/H3,. Por otra parte, en el dominio mutante FANK las H, y Hj; estdn unidas
covalentemente, esta restriccion aumenta la probabilidad de que la cadena lateral residuo de

Lys47 participe en las interacciones con Hy, que favorecen la organizacion de la estructura
del dominio®®.

Figura 13. Estimacion del porcentaje de hélicidad de los dominios y complejos de acuerdo al

ajuste realizado mediante los algoritmos CONTINLL y SELCON3
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Las curvas de estabilidad térmica de los dominios se obtuvieron a partir de la variacién de la
elipticidad a 222 nm con la temperatura (Figura 12B). Al contrario de los dominios no
covalentes, las curvas de fusibn mostraron que los dominios se despliegan en un proceso
que tiene dos estados separados por una rapida transicion, lo que produce un grafico de
forma sigmoidea. Esto indicaba que la desnaturalizacién térmica de los dominios era un
proceso cooperativo. Al calcular el punto medio para hallar la temperatura de fusion se
encontré que dominio FANK tiene una temperatura de fusion similar la nativo mientras que
el dominio FANV tiene una fusion a temperatura mas alta. Un grado mayor de estructuracion

no siempre esta asociado a una mayor estabilidad térmica®®. En este caso, la energia
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necesaria para romper las interacciones en el nucleo hidrofébico es diferente si la mutaciéon
introducida es un residuo hidrofébico, que excluya el agua, o un residuo polar, que pueda
establecer enlaces de hidrégeno. También es importante tener en cuenta el tamafio de los
residuos y la flexibilidad del sitio de interaccion®, la mutacion Ser44Phe involucra un cambio
importante en el tamano de la cadena lateral y sin embargo no se pierde la estructura
compacta del dominio. Por otra parte, las mutaciones en el residuo Leu47 ejercen
influencias ligeramente diferentes en la estructura del domino, si bien la mutaciéon Leu47Lys
participa en la formacién de una estructura bien plegada altamente helicoidal, la mutacion
Leud7Val le confiere estabilidad térmica al dominio.

3.5.2. Resonancia de plasmon superficial

3.5.2.1. Unién de IgG al dominio B y analogos

La unién de los dominios a IgG se estudié de dos maneras. En un primer acercamiento, se
analizé la union entre IgG de conejo y los dominios inmovilizados sobre el sensor, con el fin
de verificar si eran reconocidos y comparar cualitativamente la actividad entre ellos (Figura
14). Como segunda estrategia se estudid la unién entre Fc humano inmovilizado sobre el
sensor con los diferentes dominios, en este caso se queria comparar la interaccién de los
tres dominios con el sitio especifico de reconocimiento con la inmunoglobulina. Este ultimo
estudio sera discutido en el préximo apartado.

Previamente se verific6 que tanto Hi., como los complejos de Hi, y H; o analogos son
capaces de interaccionar con IgG de conejo e incluso aumentar la respuesta respecto al
reconocimiento de Hi,. En este experimento se analiz6 el efecto de las mutaciones en la
interaccion entre los dominios analogos y la IgG. Cada uno de los dominios se inmovilizé
sobre un sensor CM5 por medio de un enlace amida (Figura 15, 6.8.6.4). Uno de los cuatro
canales del sensor se dejé6 como referencia control, para sustraer las interacciones
inespecificas de la respuesta total. Puesto que en este caso la masa del analito en solucién
es bastante superior (150 kDa / 6.9 kDa) a la del ligando inmovilizado el cambio de masa era
suficientemente grande para ser detectado.

Las cinéticas de asociacion y disociacion se obtuvieron al inyectar disoluciones de IgG en un
rango amplio de concentraciones (10, 50, 100, 200 y 300 nM), en tampo6n HBS-EP pH 7.4 a
25 °C. Los datos se ajustaron a un modelo de interaccion 1:1 usando el modelo de
Langmuir. Las constantes de velocidad de asociacion y disociacién calculadas para la
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interaccion entre el domino B y IgG estaban de acuerdo con los referenciado anteriormente
en la literatura™*". La observacién de los diferentes sensogramas mostré cualitativamente
que la disociacion de IgG de los dominios analogos era mayor que la del dominio B (Figura
16).

Figura 14. Descripcion esquematica del experimento de union de IgG al dominio B o analogos

inmovilizados sobre un sensor CM5

MW 150000 Analito: 1gG
Masa: 6976138 Dominio (B, FANK o FANV)
immobilizado por medio
fluo " de un enlace amida
- O <
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(superficie de dextrano carboximetilado)

Figura 15. Secuencia de reacciones realizadas para la funcionalizaciéon de ligandos mediante

acoplamiento para la formacion de enlaces amida
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Figura 16. Sensogramas de las cinéticas de union de IgG al dominio B y analogos al inyectar
disoluciones de IgG en un rango amplio de concentraciones (10, 50, 100, 200 y 300 nM). A.
Union de IgG al dominio B. B. Unién de IgG al dominio FANK. C. Union de IgG al dominio FANV
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Las constantes obtenidas mostraron que efectivamente la constante cinética de disociacién
de los anéalogos era cerca de tres veces mayor que la del dominio natural la cual es de
1.37x10° 1/s. Entre tanto, la constante cinética de asociacion de los analogos era mayor que
la obtenida para el dominio B (Tabla 9). Sin embargo, las diferencias cinéticas no se
reflejaban en grandes cambios en la constante en el equilibrio Kp, la cual es similar en orden
de magnitud para los tres dominios. Comparando las Kp de los tres dominios se observa que
de mayor a menor sigue esta secuencia dominio B < dominio FANK < dominio FANV.

Tabla 9. Constantes de afinidad y cinéticas de la unién de IgG con el dominio B, dominio FANK

y dominio FANV. Las constantes se determinaron usando un modelo de unioén 1:1

Kas (1/Ms) | Kgs (1/5) Ka (1/M) Ko (M) 2
Dominio B 5.40x10* | 1.37x10° | 3.93x10" | 2.55x10° 25,9
Dominio FANK| 1.31x10° | 3.42x10° | 3.84x10" | 2.61x10°® 12,6
Dominio FANV| 8.96x10* | 2.90x10° | 3.09x10" | 3.24x10° 19,6

En la interaccion del dominio B con el Fc sélo intervienen las Hy y H, de acuerdo a los datos
estructurales previamente conocidos del complejo'. Aunque los analogos estan localizados
en la region de Hs, estas influyen indirectamente sobre la interaccion con IgG al estar
localizadas en el nucleo hidrofébico del dominio. Los dominios analogos tienen una afinidad
por IgG de un orden de magnitud mayor que el fragmento H4.,, pero solo ligeramente inferior
a la del dominio natural. No obstante, se encontré que los dominios analogos se asocian
mas rapidamente, al tiempo que se disocian con mayor velocidad de la IgG que el dominio
B. Segun esto las analogos Ser44 y Leu 47 alteran la interaccion con IgG a pesar de no
estar directamente involucradas en la unién. Esto muestra que los residuos involucrados en
las interacciones del nucleo hidrofébico también modulan a larga distancia las interacciones

de los residuos de la interfase de interaccién con I1gG (Figura 1).
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Al comparar la unién entre los dominios y la IgG con la interaccion entre los complejos no
covalentes y IgG se observaron considerables diferencias. Mientras la afinidad de los
complejos no covalentes Hi,/Hz, ¥ Hio/Harank €S inferior a la de los dominios, la afinidad con
el complejo Hi, /Hirany €s de magnitud similar a la del dominio B natural. Esto parece estar
relacionado con mayor helicidad es este complejo (Figura 6), lo cual influye positivamente en
la interaccién con IgG. Sin embargo, la adicién de estas secuencias a la region C-terminal
del fragmento H;, en los dominios completos, restringe la libertad conformacional de los
residuos involucrados en la interaccion. La cercania espacial de las hélices hace que las
posibilidades conformacionales de la interaccion con la regidon que comprende Hi, sean
diferentes con respecto a las que puedan existir en el complejo no covalente.

3.5.2.2. Unién de Fc humano al dominio B y analogos

La primera funciéon conocida del dominio B de la proteina del A de Staphylococcus aureus
fue la interaccion de alta afinidad con el Fc de IgG®. Con el fin de verificar los resultados
anteriores se decidié analizar la union de los dominios con Fc, para esto se unid

covalentemente Fc humano a un sensor CM5 (Figura 17).

Figura 17. Descripciéon esquematica del experimento de unién los dominio B o analogos al

fragmento cristalizable de IgG humano inmovilizado sobre un sensor CM5

Analito: Dominio (B, FANK o FANV)

Masa: 6976138 ﬁ

Fc de IgG humana
immobilizado por medio
de un enlace amida

MW: 50 kDa

fluo "
-> (o]

«——— Sensor CM5
(superficie de dextrano carboximetilado)

La interacciéon de Fc con el dominio B es altamente dependiente de la conformacion. El
aumento de la helicidad del sistema especificamente en las regiones H; y H, esta
directamente relacionado con la afinidad entre el Fc y el dominio B. Esto se ha confirmado
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previamente en esta tesis, asi como también en trabajos anteriores de nuestro laboratorio™
'®_ Por esta razén se prefirié analizar esta interaccién usando como analitos el dominio B o
sus analogos en disolucién e inmovilizar Fc humano sobre la superficie del sensor.

Figura 18. Sensogramas de las cinéticas de union de Fc humano a dominio B (A), péptido H,.,
(B), dominio FANK (C) y domino FANV (D)
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Los sensogramas de la interacciéon de Fc con el dominio B, sus analogos y H4., se obtuvieron
a diferentes diluciones en un rango de concentraciones entre 0.01 uM a 25 uM, en tampédn
HBS-EP pH 7.4 a 25 °C. Tanto el dominio B como los analogos presentaron sensogramas
con una fase de asociacion y una de disociacion que variaba con la concentracién (Figura
18).Por otro lado, observé que la respuesta permanecié invariante al inyectar Hqi, a
diferentes concentraciones. Sorprendentemente, como ya se indicoé en el apartado anterior
se detecté interaccion con IgG cuando H4, se encontraba unido a la superficie. Teniendo en
cuenta que los sistemas analizados son diferentes, puesto que en este caso sélo se evaluo
la interaccién con Fc humano, Hq, podria tener una estructura diferente si esta en disolucion
o inmovilizado sobre el sensor, lo que influiria sobre la respuesta obtenida.

130



Capitulo 3

Las constantes cinéticas y en el equilibrio se calcularon usando el modelo de Langmuir
considerando una unién 1:1. La disociacion de los dominios analogos es mas rapida que la
del dominio natural, este resultado era similar a lo observado con la interaccion con IgG de
conejo. En este caso, la constante cinética de disociacién es 5 o 7 veces mayor que la del
dominio natural (Tabla 10). Por otro lado, la constante de asociacion de los analogos es
menor que la obtenida para el dominio B natural, las diferencias en la velocidad de
formacion y disociacion del complejo con Fc hacen que la Kp de los analogos sea inferior a
la del dominio B.

Los dos experimentos de unién de los dominios a IgG mostraron que la afinidad se ve
afectada por las mutaciones realizadas en los analogos. Este hecho se manifesté también
en la disminucién de la constante de asociacion y el aumento de la constante de disociaciéon
entre los dominios analogos y Fc. Esto repercutié en una leve disminucién de la afinidad de
los dominios mutados con IgG de conejo, que es mas pronunciada en el caso de la
interaccion con Fc Humana, con respecto a la afinidad por el dominio natural.

Tabla 10. Constantes de afinidad y cinéticas de la union de Fc humano con el dominio B,
dominio FANK y dominio FANV. Las constantes se calcularon empleando un modelo de unién

1:1

Kas (1Ms) | ks (1/5) Ko (M) Ka(1M) | * (RU?)
Dominio B 6.65x10° 1.09x102 | 1.64x10°® 6.09x10’ 3.35
Dominio FANV |  3.09x10° 5.01x107 1.62x107 6.17x10° 4.07
Dominio FANK |  3.70x10° 7.90x102 | 2.14x107 4.68x10° 4.04

3.6. Determinacion de la estructura secundaria de los dominios por

resonancia magnética nuclear

Hasta este punto la estructura de los dominios se ha estudiado globalmente por medio de
espectrofotopolarimetria de dicroismo circular. Esto ha permitido observar las diferencias en
estructura secundaria entre los tres dominios. Para obtener informacién estructural detallada
de cada uno de los residuos decidimos analizar los tres dominios por RMN

La RMN junto a la difraccién de rayos X son los métodos que permiten la determinacién
estructural de biomoléculas con resolucién a nivel atbmico. La caracteristica particular de la
RMN es que en general las medidas son realizadas en disolucion, esto permite reproducir el
medio acuoso en el que se encuentra de la biomolécula. Esta técnica ademas de la
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informacién acerca de la composicion de aminoacidos y de como los residuos estan
organizados en la secuencia, permite determinar la estructura o las tendencias
conformacionales de la biomolécula®®. Los espectros de 'H RMN monodimensionales de
péptidos y proteinas dan informacion acerca del desplazamiento quimico y el acoplamiento
spin-spin de la estructura fina de las resonancias en el espectro. Sin embargo, la cantidad
de sefiales encontradas y el solapamiento, el cual aumenta con el numero de residuos, hace
extremadamente dificil la asignacion de los desplazamientos quimicos de cada uno de los
atomos constituyentes. La aplicaciéon de técnicas de espectroscopia bi- o multidimensionales
dimensional hace posible distribuir esta informacion en uno o mas planos, lo que permite
separar y extraer informacién adicional, como conectividades escalares entre atomos unidos
por enlaces quimicos o cercanos en el espacio®.

La asignacion de los desplazamientos quimicos de los protones presentes en péptidos y
proteinas de tamafio pequefio (<15 KDa) puede ser obtenida a partir de experimentos
bidimensionales de correlacion homonuclear 'H-'H. Los experimentos TOCSY y NOESY
permiten extraer este tipo de informacién. En el experimento TOCSY (espectroscopia de
correlacion total) se obtienen sefales de correlacién entre todos los protones que estan
asociados en una secuencia de transferencia mediante la existencia de un acoplamiento
escalar proton-proton. Cada residuo tiene un patrén de acoplamientos protén-protén

caracteristico que se denomina sistema de spin®*>®°.

En el experimento bidimensional
NOESY (Espectroscopia de efecto nuclear Overhauser) cada sefial fuera de la diagonal
establece una correlacion entre dos protones, no necesariamente acoplados escalarmente,

que estan separados en el espacio por una distancia inferior a 5A%.

El procedimiento que permite conseguir la asignacién secuencial de los residuos de un
péptido o proteina, inicialmente propuesto por Wiithrich y colaboradores® esta basado en la
informacién obtenida de las correlaciones secuenciales en espectro NOESY. La estrategia
de asignacion se basa en dos tipos de informaciéon que se obtiene paralelamente al analizar
los espectros TOCSY y NOESY®'. Por un lado, las correlaciones entre los protones de cada
residuo, o sistema de spin, son identificadas en el espectro TOCSY. Paralelamente, la
asignacioén secuencial de cada sistema se obtiene por observacién de las correlaciones
espaciales entre protones de residuos consecutivos, suministradas por los NOEs (Figura
19). A partir de las sefiales encontradas en el espectro NOESY se pueden definir las
siguientes correlaciones espaciales o distancias: las distancias secuenciales, las distancias
de rango medio y las distancias de gran rango. Las distancias secuénciales existen entre
protones de residuos consecutivos (den (i, i+1), dnn (i, i+1) y dgn (i, i+1)). Las distancias de
rango medio existen entre protones de residuos no secuenciales en un segmento de no mas
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de cinco residuos consecutivos. Y las interacciones gran rango existen entre protones de
residuos separados como minimo por seis residuos. El proceso de asignacién comienza por
residuos que tienen sistemas de espines distintivos y que tengan la posibilidad de estar
unidos secuencialmente.

Con el fin de estudiar las consecuencias estructurales de las mutaciones se obtuvieron los
correspondientes experimentos TOCSY y NOESY del dominio B y sus analogos. La
asignacion, el analisis conformacional, las conectividades a corta y a larga distancia se
llevaron a cabo a partir del analisis de los desplazamientos quimicos y los NOEs de

correlacion.

Figura 19. Segmento de péptido mostrando las correlaciones observables en un espectro
TOCSY o sistema de spin (lineas) y las correlaciones a corta y larga distancia observables en

un espectro NOESY (flechas)
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[] Correlaciones intraresiduales 'H-'H que son observables en los espectros TOCSY y NOESY
(sistema de spin)

—» Correlaciones interresiduales 'H-'H a corta y larga distancia que son observables en el
espectro NOESY

3.6.1. Estudio por RMN del dominio B

Los espectros TOCSY y NOESY del dominio B, en forma covalente y no covalente, se
obtuvieron a partir de una disolucion de proteina 1 mM en tampén de fosfato a pH 5.8 (ver
6.8.5.). Los espectros bidimensionales mostraron caracteristicas que establecen que la
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proteina esta bien plegada. En primer lugar se observdé una buena dispersion de
desplazamientos quimicos en el espectro TOCSY en la regiéon HY-H®. En segundo lugar, en
el espectro NOESY mostré una gran cantidad de sefales de correlacién, especialmente en

la region de protones amida HY-H" (Figura 20).

Figura 20. Espectros de RMN del complejo no covalente y el dominio B nativo en tampoén
fosfatos 10 mM y 10% D,0 a pH 5.8 a 30 °C. A. Espectro TOCSY de la mezcla equimolar H_»/H3,..
B. Espectro TOCSY del dominio B. C. Espectro NOESY de la mezcla equimolar Hy,/Hs,. D.
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con los de la mezcla equimolar de los péptidos Hq.,/H3,. Este Ultimo conjunto de espectros
mostré una elevada aglomeracion de sefiales en la region de HY-H®. Ademas, en la region
de protones amida en el espectro NOESY no se observaron sefiales claras y dispersas
como las encontradas en el espectro del dominio natural (Figura 20). Este comportamiento
indicé que no habia una estructura unica. Mas aun, al intentar obtener espectros de RMN
del fragmento H,, se observé que una disolucion 1 mM previamente filtrado por 0.2 uM se
transform6 lentamente en gel en el transcurso de una hora. Esto aparecia reflejado en la
diferencia de la relacién sefial/ruido observada en los espectros de protdbn monodime-
nsionales de Hi, a 1 mM y 0.3 mM (Figura 21). Al disminuir la concentraciéon se evité la
formacion de gel aumentando la resoluciéon e incluso desplazando la sefal a campo bajo.
Por otra parte, la adicion de Hs, a la suspensién de H;, en relacién equimolar, a una
concentraciéon de 1 mM, produjo una disolucién que se mantuvo homogénea aun después
de 24 h. Lo mismo se observo en la disoluciéon del dominio B, la cual permanecio estable por
varios dias. Esta serie de observaciones corroboraron la importancia de Hs, para estabilizar
la estructura del dominio B, la introduccién de esta secuencia genera cambios en la
dispersion de sefiales en la regién amida del espectro del complejo no covalente Hq,/Hap,
que son mas importantes en el caso del dominio B, donde los dos fragmentos estan unidos
covalente.

Figura 21. Espectros monodimensionales de "H de Hq.21 mM, de H,; 0.3 mM, H,_,/H3, y dominio
B en tampén fosfato 10 mM y 10% D,O, pH 5.8 a 30 °C
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3.6.2. Asignacion de los espectros de los dominios B, FANV y
FANK

Los tres dominios se analizaron por RMN con el fin de observar el efecto de las mutaciones
en la region C-terminal. Los espectros TOCSY y NOESY de los dominios FANK y FANV
muestran una dispersion de sefiales en la region H"-H®, donde se observa una zona central
con una densidad alta de sefiales y una periferia con menos sefiales pero mas dispersa que
abarca un rango de desplazamientos quimicos entre 6.5 a 8.9 ppm. Este comportamiento es
similar a lo encontrado para el dominio natural. En la regién de protones amida HN-HM
también se observa una gran cantidad de sefiales dispersas que indican conectividades
entre protones amidas de residuos vecinales, dnn(i, i+1), caracteristicas de estructura de
hélice a (Figura 22).

Las senales de los espectros se asignaron de acuerdo al método convencional explicado
anteriormente a partir de los espectros TOCSY y NOESY***’. La asignacién del dominio B
se basd en las conectividades dan ¢, i+1), dnng, i+1) Y dan i, i+3) €ncontradas en espectro NOESY
(Figura 23) de acuerdo a lo reportado por Torigoe et al.”® y Gouda et af. Las intensidades
relativas de cada sefial se calcularon a partir de intensidad promedio de los NOEs
intraresiduales del conectividades dngi de los residuos Ser36, Phe16 y Tyr17 como
referencia interna. Las conectividades encontradas en los tres residuos son similares a las
del dominio B. Las correlaciones dqg, i+3y mostraban un perfil similar a las del dominio B
natural, lo que confirmé el alto contenido helicoidal de los tres dominios, donde se pudieron
diferenciar tres regiones helicoidales.

Ligeras diferencias en el numero de conectividades y en la intensidad relativa de los NOEs
se hallaron en las regiones C-terminales de H; y H,. Los NOEs secuenciales de H, de los
dominios FANK y FANV son mas intensos que los del dominio B. En esta misma regién en
dominio FANK tiene conectividades dng, i+1yentre los residuos Lys7 y Asn9 no observadas en
el dominio natural. En los dominios B y FANK puede observarse una serie de conectividades
dang, i+3) entre los residuos GIn12 a His21, mientras que en el dominio FANK estos NOES
abarcan los residuos GIn13-His22. La regiébn previa a la GIn12 presentd pocas
conectividades del tipo dang, i+3) €n los tres dominios, aunque en el caso del dominio FANV se
detectaron algunas sefales de muy baja intensidad.

En la region de H,, las principales diferencias se presentaron en la zona C-terminal de la
hélice. Mientras los dominios B y FANK tenian conectividades dyq (+3) entre los residuos 27-
39, en el dominio FANYV la serie de conectividades se encontraba entre los residuos 26-38,
desplazada hacia la region amino terminal (Figura 24). Ademas, los NOES secuenciales,
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dng+1) €ntre los residuos 37-40 no se observan en el espectro del dominio B, pero si en los

otros dos dominios.

Figura 22. Espectros de RMN del dominio B y analogos adquiridos a 30 °C, pH 5.8 (Tampon
fosfatos 10 mM, 10% de D,O). A, C y E corresponden a la region Ha-NH de los espectros
TOCSY del dominio B, domino FANK y dominio FANV, respectivamente, con un tiempo de
mezcla de 65 ms. B, D, y F corresponden a la region de protones amida de los espectros
NOESY del dominio B, domino FANK y dominio FANV, respectivamente, con un tiempo de

mezcla de 100 ms
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Figura 23. Resumen de los NOE de conectividades observados en el dominio B y mutantes.

Cada conectividad esta representada por una linea continua que varia en el tamafio de acuerdo

a la intensidad de la sefial. Las lineas grises indican que estas conectividades se observaron

solapadas con otras senales
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Figura 24. Representacion de la estructura del dominio B donde se indica las regiones
helicoidales de la proteina junto con los fragmentos que poseen conectividades entre protones
del tipo day (i, i+3) de los dominios analogos FANK (A) y FANV (B). Los residuos en que se
realizaron las modificaciones, Ser 44 y Leu 47, se encuentran representados en formato de
varillas (sticks). Las cintas de color azul muestran las regiones helicoidales del dominio B, las
cintas de color azul claro indican las zonas helicoidales del dominio FANK (A), las cintas de
color magenta indican las zonas helicoidales del dominio FANV (B). Los nimeros seialan las

posiciones de inicio y terminacion de las hélices.

Las principales diferencias se observaron en la porcion N-terminal de la hélice Hs;. En el
dominio B se encontraron conectividades del tipo dNa (i+3) en la regién que comprende los
residuos 43-59, mientras que en el dominio FANK se localizaron entre los residuos 42-59 y
en el dominio FANV entre los residuos 45-59 (Figura 24). Aunque los datos obtenidos
indicaron que las mutaciones no afectaban globalmente la estructura helicoidal del dominio,
si se observaron algunas diferencias en la interaccién de H; con H, y Hy. La mutacion
Leu47Lys, en la cual se cambid un residuo hidrofébico por uno polar, estabilizd la region Hj
del dominio FANK, lo que mostré que no solamente las interacciones hidrofébicas en el
nucleo de un haz de tres hélices son necesarias para estabilizar la estructura. Algunas
veces la introduccibn de residuos polares pueden eliminar la posibilidad de
empaquetamientos desfavorables y asi dirigir el plegamiento de la proteina hacia una
estructura bien definida*®*. Este fenémeno se ha descrito principalmente dentro del ambito
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del disefio de proteinas y se conoce bajo la expresion “disefio negativo™*. El efecto de la
mutacion Leud47Lys es mas evidente al comparar las conectividades de los protones del
anillo aromatico del residuo de Phe44 de ambos mutantes. En la zona de los protones
aromaticos se observo que el dominio FANK tiene mayor numero de conectividades que el
dominio FANV, estas correlaciones se dan con los residuos Asn9, Glu11, Ala15 y Glu18
ubicados en la regién de la primera hélice (Figura 25). Esto esta de acuerdo con la
estructura tridimensional de dominio B, donde se observa la cercania espacial entre estos
residuos y las posiciones mutadas® (Figura 26). En el caso del mutante con Lys47, la
interaccion entre hélices puede estar favorecida tanto por la formacion de enlaces de
hidrégeno en el exterior del dominio, con el grupo amino de la lisina, como por las
interacciones hidrofébicas internas, con la cadena de metilenos de esta cadena lateral.

Figura 25. Conectividades de los protones aromaticos del residuo Phe44 de los dominios

FANV (A) y FANK (B)
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Figura 26. A. Representacion tipo cintas de la estructura del dominio B indicando los residuos
Serd4, Leu47 (posiciones mutadas) y los residuos de la region H,; que muestran conectividades
con los protones aromaticos de Phed44 del dominio FANK . B. También se muestran los
residuos de H, y H; que tienen conectividades con los protones aromaticos de Phed44 del

dominio FANK. Los esquemas se realizaron usando el programa VMD"® y el PDB 1BDD

3.6.3. Desviacion del desplazamiento quimico

Los desplazamientos quimicos son altamente dependientes de la estructura secundaria de
los péptidos o proteinas. El desplazamiento quimico de un nucleo en un aminoacido
depende de diferentes factores entre los cuales estan los angulos de torsion®, el campo

061 '1a exposicién al solvente®®. El efecto sobre el desplazamiento quimico de los

eléctrico
diferentes nucleos de la cadena principal (HY, H% C° CP CO y N) son considerablemente
diferentes si la molécula esta plegada en hélice, en ldmina f o como una estructura

desordenada®.

En el caso de los desplazamientos quimicos de H® hay una desviacion hacia campo alto si
esta dentro de una regién de hélice a y hacia campo bajo en una regién de lamina B **. Este
comportamiento permite hacer una estimacion cuantitativa de la estructura secundaria, a
partir de la diferencia entre los desplazamientos quimicos caracteristicos de estructuras
desordenadas y el desplazamiento quimico del ndcleo en estudio para cada residuo.
Teniendo en cuenta también la forma como se da esta desviacién en los H® de residuos

vecinos. Si la diferencia es positiva, mayor a 0.1 ppm y minimo tres residuos consecutivos
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tienen este comportamiento, se atribuir a una conformaciéon de lamina B. Si minimo cuatro
residuos continuos tienen una desviacion negativa y mayor a 0.1 ppm se puede tratar de
una regiéon de hélice a®. Los puntos de terminacion de la hélice a o lamina B pueden
reconocerse por la apariciéon de una desviacion nula o de signo opuesto.

Las desviaciones se calcularon usando como referencia los desplazamientos quimicos de
estructuras desordenadas reportados por el Schwarzinger et al, que fueron obtenidos a
partir de péptidos cortos en condiciones desnaturalizantes a pH 2.3 con 8 M de urea, 90%
agua y 10% de D,0%. Como nuestros espectros se obtuvieron de disoluciones a pH 5.8, en
el caso de los protones de residuos acidos, como glutamico y aspartico, se usé como
referencia el desplazamiento quimico de las amidas correspondientes, para evitar el efecto
de la presencia de la carga. Adicionalmente, el desplazamiento quimico depende de la
naturaleza del los residuos vecinos en la secuencia. Este efecto es particularmente
importante si hay residuos de glicina, prolina o aromaticos cerca al nucleo de aminoacido en
estudio. Para corregir este efecto cada uno de los desplazamientos de referencia se
recalcularon teniendo en cuenta los factores de correccion adecuados® segun la posicién
del &tomo en la secuencia.

La desviacion en el desplazamiento quimico de cada uno de los H® se calcul6 para los tres
dominios. En general, tanto el dominio B como los analogos presentaron tres regiones
helicoidales bien definas que cuyo inicio y final estan marcados por la presencia de un
residuo de prolina (Figura 27). La prolina esta frecuentemente presente en giros B debido a
la restriccion conformacional del anillo pirrélico®. Estos resultados mostraron que los
dominios analogos conservaron la estructura secundaria de la proteina nativo. Para
observar mejor los residuos que tienen un menor desplazamiento respecto a la referencia se
obtuvieron los inversos de los valores absolutos de la desviaciones de los desplazamientos
quimicos® (Figura 27). Los valores elevados indicaban una menor desviacion del
desplazamiento quimico y podian indicar un mayor grado de desorden. En este caso los
dominios analogos presentaron por un lado valores mayores en la regién N-terminal de Hy y
por otro, valores menores en las regiones entre H4-H, y H,-Hs. Esto podria indicar que la
aunque los dominios analogos mantienen la estructura helical del dominio natural, las
modificaciones afectan las interacciones internas con la regién H;.

3.6.4. Intercambio hidrégeno/deuterio

La velocidad de intercambio de protones con deuterio del disolvente proporciona informacién
acerca de la accesibilidad y estabilidad estructural de los mismos sin perturbar el sistema.
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Los hidrégenos intercambiables en una proteina se encuentran unidos a oxigeno, azufre o
nitrégeno en las cadenas laterales y de la cadena principal®.

Figura 27. Desviacion del desplazamiento quimico (A8) del dominio B nativo y analogos. A la
izquierda se encuentran los graficos de desviacidon del desplazamiento de cada uno de los
residuos de la secuencia. A la derecha se representa el inverso de (|AS|™") para observar qué

sefiales se aproximan mas los desplazamientos caracteristicos de estructuras desordenadas
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El intercambio de los hidrogenos amida que estan involucrados en una estructura estable
siguen en general una cinética de segundo orden, EX2, donde el replegamiento de la

estructura (P) es mucho mas rapido que la velocidad de intercambio quimico intrinseco o en 143
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una estructura desordena (D) "*%. Esto esta resumido en el siguiente esquema:

k1 Di Kint Do K-1

-1 k1

PH Ppo

Intercambio EX2  Kobs = KegKint, Si K-1>> Kint

Donde ki y k4 son constantes cinéticas de la reaccién de intercambio entre la estructura
plegada y la desordenada, y ki representa la constante de intercambio intrinseca de H/D en
una estructura desordenada. K, es la constante de equilibrio de la reaccion, Keq = Kobs/Kint.
Este modelo de intercambio es valido cuando la estructura es estable en un medio libre de
agentes desnaturalizantes. En estas condiciones se calculo el factor de proteccién (P) como:

kint
kobs

P=

Las constante k;;, dependiente de la secuencia, se calculé de acuerdo al método de Bai et
al.® La kes Se obtuvo a partir del seguimiento de la desaparicién de cada sefial (I) en
espectro TOCSY considerando que esta sufre un decaimiento exponencial en el tiempo (t),

" ~-Kobst _

=le C
Los experimentos TOCSY se adquirieron a 10 °C cada 60 min durante 42 horas y el primer
espectro se obtuvo después de 45 min. En estas condiciones fue posible obtener los
factores de proteccién en un rango entre 10%-10* (Figura 28). Las zonas de las hélices que
se encuentran mas protegidas tienen P > 3x10*. Mientras que las zonas mas expuestas al
disolvente tienen P < 1x10°. La formacién de un nucleo hidrofébico donde se empaquetan
las hélices protege los hidrégenos amida del intercambio, mientras las zonas intermedias
entre las hélices quedan mas expuestas al disolvente.

Los factores de proteccién altos de las zonas donde se encuentran las tres hélices indicaron
que los dominios analogos conservaban la estructura nativa del dominio B sin llegar a ser un
“molten globule” (glébulo fundido)™. Las sefiales de proton Hy, de los residuos entre las
posiciones 1-12 no se observaron en la escala de tiempo de experimento realizado. En caso
del dominio FANV este rango se prolong6 hasta el residuo 14. En los dominios analogos, los
factores de proteccibn aumentaron en magnitud en la region del giro entre Hy y Hy,
disminuyeron en la regién C-terminal de H,, principalmente entre los residuos 36-39 y
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volvieron a aumentar en la region N-terminal de Hs. Estas diferencias se relacionan con el
perfil de conectividades y lo cambios en las desviaciones del desplazamiento quimico

discutidos previamente.

Figura 28. Factores de proteccion de los protones amida de la cadena principal del dominio B y
analogos determinados a partir de los datos de intercambio H/D a 10 °C, pH 5.8 (en tampédn
fosfato 10 mM en D,0). La ausencia de columnas indica que el proton amida de este residuo se
intercambioé durante el tiempo de preparacion y adquisicion del primer experimento (100 min).
Las columnas negras indican que la senal de este protéon no es totalmente intercambiable ain
después de 42 horas de seguimiento. Las columnas grises indican los residuos que tienen

factores de proteccion inferiores a 5x10°.
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La estructura general de los dominios analogos es similar a la estructura del dominio B. Tres
regiones helicoidales se pueden localizar de acuerdo al patrén de conectividades dadas por
los NOEs, a las desviaciones en el desplazamiento quimico y al perfil de proteccion frente al
intercambio H/D. No obstante, las modificaciones en los residuos de Ser44 y Leud47 causan
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variaciones importantes en las regiones que unen a Hs-H, y Ho-Hs. La mutacion Ser44Phe
ocasiona una estabilizacion local en H; y en la zona intermedia de H4, pero en detrimento de
las interacciones entre H, y Hj. Esto hace que las regiones C-terminal de H, y N-terminal de
H, tengan mayor exposicion al disolvente y por otro lado gran parte de H; y H; tengan mayor
empaquetamiento.

La presencia de la mutacion Leu44Lys en el dominio FANK aumenta las interacciones en el
nucleo hidrofébico respecto a la mutacion Leud44Val en el dominio FANV. Esto se puede
corroborar con los NOEs de correlacion encontrados de los protones aromaticos de Phe44.
Ademas esto también se refleja en el espectro de dicroismo circular donde se observé en
las mismas condiciones que este dominio tiene mayor helicidad (Figura 12). Este es un
ejemplo de la funcién de los residuos polares involucrados en las interacciones en el nicleo
hidrofobico*®*, las cuales un por lado participan en interacciones hidrofébicas con gran
parte de la cadena lateral y la carga al final interacciona dirigiendo la conformaciéon hacia

una estructura predominante.

3.7. Conclusiones

Desde el punto de vista sintético, se han encontrado las condiciones adecuadas para la
obtencion con buenos rendimientos del dominio B y sus analogos. Se obtuvieron productos
con un grado de pureza del crudo mayor al 60% usando la estrategia de sintesis Fmoc/tBu,
con una resina de baja funcionalizaciéon y al adicionar triton X-100, como agente surfactante,

a la disolucién de piperidina para la eliminacién del grupo Fmoc.

Los péptidos analogos de la tercera hélice forman complejos no covalentes con el fragmento
Hi, al igual que el péptido natural, que producen un aumenté importante en la helicidad del
sistema. Aunque los complejos formados son capaces de desplazar las bandas del espectro
de dicroismo hacia perfiles caracteristicos de hélice a, estos tienen una baja estabilidad,
como lo demuestran los experimentos de desnaturalizacién térmica. Sorprendentemente la
helicidad de complejo H4_o/Hsrany €S mayor que la del complejo formado por los péptidos con
los secuencias naturales. La formacion del complejo entre Hq, y los péptidos analogos de Hj
también se verifico por medio de resonancia de plasmon superficial. Aunque la unién entre
H1o/Harany €s débil (Kp :1.96x10‘4) esta es mayor a la union entre Hq,/Hz,. Asi, existe una
correlacion entre un aumento de la poblacion de complejos estructurados y un mejor
reconocimiento por parte de inmunoglobulina de conejo, observandose un aumento en la

afinidad hasta de un orden de magnitud comparado con el complejo que proviene del
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dominio natural.

Los dominios analogos con las mutaciones en la Ser44 y en la Leud47 conservan la
estructura secundaria del dominio natural. El dominio FANK muestra una helicidad mayor al
nativo y una estabilidad térmica similar. Por otro lado, el dominio FANV, es ligeramente

menos helicoidal pero tiene mayor estabilidad térmica que el nativo.

El reconocimiento entre la inmunoglobulina o el fragmento cristalizable y los dominios FANK
y FANV, comparados con el natural, se analizé mediante resonancia de plasmon superficial.
Aunque las constantes cinéticas de asociacion y disociacion de unién a inmunoglobulina de
conejo difieren de las del dominio B, la afinidad resultante es similar a la del natural. Por otro
lado, la evaluacidbn del reconocimiento por parte del fragmento cristalizable de
inmunoglobulina humana muestra una afinidad reducida por los analogos respecto a la
proteina nativa, debido a un aumento en la velocidad de disociacion asociado con la

disminucion en la velocidad de asociacion.

Los tres dominios se han caracterizado estructuralmente por espectroscopia de RMN. La
estructura helicoidal del dominio B se conserva en los dos mutantes. A partir del las
conectividades dadas por los NOEs y los perfiles de la desviacion del desplazamiento
quimico se identificaron tres regiones helicoidales tanto en el dominio natural como en los
dominios analogos. Los experimentos de H/D muestran que las principales diferencias en el
empaquetamiento de las hélices se encuentran en las regiones que conectan las hélices
H4-H, y las hélices H>-H; La mutacién Ser44Phe afecta negativamente la interaccion de Hj;
con H, y favorece la interaccion con Hy. Sin embargo, la mutacién Leu47Lys en el dominio
FANK modifica el empaquetamiento del nucleo hidrofébico del haz de hélices aumentando la
helicidad de este dominio con respecto al dominio FANV. Estas variaciones en el
empaquetamiento del nucleo hidrofébico en las cercanias de la region de interaccion con Fc
pueden estar asociadas al aumento de la velocidad de disociacion de los dominios analogos

de la inmunoglobulina.
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