TESI DOCTORAL

INFLUENCIA ESTRUCTURAL | FUNCIONAL DE
MUTACIONSEXTRACEL -LULARSDE LA
BACTERIODOPSINA: EFECTESLOCALS

| ALLARGA DISTANCIA

MERCEDES MARQUEZ MARTINEZ



Abreviatures

ABREVIATURES

A

aas
ADP
AFM
Amp
ANTSA
ARN
ARNm
ARNr
ATP
bO

bop
bR

bR,

BS

CAP

CP

C,?
DA
DNA
DSC
dsDNA

EC
EDTA
EPR
EXAFS
FTIR
Fup

Absorbancia

Aminoacids

Adenosil-5’-difosfat

Microscopia de forca atomica

Ampicilina

Acid 1-aminonaftaleno-3,6,8-trisulfonic
Acid ribonucleic

ARN missatger

ARN ribosomic

Adenosil-5’-trifosfat

Bacteriopsina

Gen de la bacteriorodopsina
Bacteriorodopsina

bR purpura acida

Base de Schiff

Concentracio

Complex alliberador del protod

Capacitat calorifica a pressié constant
Citoplasmatic

Capacitat calorifica aparent, a pressio constant
Forma adaptada a la foscor

Acid desoxiribonucleic

Calorimetria diferencial de rastreig

DNA de doble cadena

Coeficient d’extincié molar

Extracel-lular

Etilendiaminotetraacetat, sal disodica
Ressonancia paramagnética de spin
“Extended X-ray absorption fine structure”
Espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier

“Forward universal primer”



Abreviatures

hR
IPTG
IR

IS
Kb
KDa
LA

M;

MO
MP
ND:YAG
NMR
Nov
oG

pi

PC
PCR
PEG
pKa ap

q.8.p.
Rev
RMN
RNasa
r.p.m.
SDS
sR

tin
TAE

Halorodospina
B-D-isopropil-tiogalactopiranésido
Infraroig

Seqiiencia d’insercio

Kilobase

Kilodalton

Forma adaptada a la llum

Longitud d’ona

Primer component d’M

Segon component d’M
1-mono-oleina-rac-glicerol
Membrana Purpura
“Neodynium:Ytrium Aluminum Garnet”
Ressonancia magnética nuclear
Novobiocina

Octilglucosid

Fosfat inorganic

Fosfatidilcolina

Reaccid en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

pK, aparent

Rodospina sensorial IT o Foborodopsina
Quantitat suficient per

“Reverse universal primer”
Ressonancia magnetica nuclear
Ribonucleasa A

Revolucions per minut

Dodecil sulfat sodic

Rodopsina sensorial |

Temps de vida associat a una corba exponencial

Temperatura
Temps de vida mitja

EDTA-tris-acetato



Abreviatures

TE
TEMED
Tet

Tris

uv

Vis

X-QGal

AG,

Tampo tris-EDTA
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina
Tetraciclina

Temperatura del maxim d’un pic calorimetric
Tris(hidroximetil)-amino-meta

Ultraviolat

Volum

Visible

Grup desconegut expulsor del prot
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
Grup desconegut recaptador del protd

Capacitat calorifica a pressio constant en excés



. Introduccio 1

|. INTRODUCCIO

|.1. Introducci6 historica

La presencia de vida en ambients extrems ha estat sempre una tematica de gran
interés en la comunitat cientifica. Entre aquests ambients es troben els entorns
hipersalins, com soén les salines o llacs salats, on la vida €és practicament impossible
degut a I’extrema toxicitat de les sals a tan elevades concentracions. L’observacio del
color vermell-purpura que presenten alguns d’aquests habitats (figura I.1 A 1 B) es va
associar, a principis dels anys 60, amb la presencia, entre d’altres, de I’arqueobacteri
hal-1ofil Halobacterium salinarum. Aixo va determinar la fita d’estudiar tant 1’origen de

la seva coloracio, com la seva capacitat de supervivéncia en condicions tan extremes.

Figural.l. (A) Fotografia d’una planta salina solar dels Estats Units. A la imatge
es pot apreciar clarament la coloracio vermella—puarpura. (B) Fotografia d’un llac
sali a San Quintin, Baixa California. En aquest cas s’observa una predominancia del
color purpura.

En aillar I’H.salinarum el primer fet que es va observar va ser que en posar en
contacte el bacteri amb aigua destil-lada es produia la disgregacio de les cel-lules com a
conseqiiencia d’un xoc osmotic. La fragmentaci6 de la membrana cel-lular del bacteri va
donar lloc a una série de fragments de membrana diferenciats de la membrana
citoplasmatica que, degut a que presenten una coloracié purpura, va ser anomenada
membrana purpura (MP). Es va descobrir que la MP estava constituida per una tnica
proteina transmembranal i que tenia una molécula de retinal unida (Oesterhelt et al.,
1971).

En analitzar més en profunditat la membrana plrpura es va comprovar que tenia

un maxim d’absorbancia al visible de 560 nm. Aquest maxim variava quan la MP era
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il-luminada amb diferents longituds d’ona, intuint que la proteina podia actuar com a
fotoreceptor. Aquest comportament junt amb el fet de que la proteina tingués una
molécula de retinal unida, feien que la proteina de la MP tingués molta similitud amb la
rodopsina visual. Es per aquest motiu que a aquesta proteina se la va anomenar
Bacteriorodopsina (bR) (Oesterhelt et al., 1971).

Estudis més acurats van revelar que la il-luminaci6 de la bacteriorodopsina
donava lloc al canvi reversible d’absorbancia des de 560 a 415 nm (Oesterhelt et al.,
1973a). Es va comprovar que aquest fet provocava al mateix temps un canvi en el pH
del medi. Estudis amb cel-lules senceres i vesicules van demostrar que aquest canvi de
pH era degut al moviment de protons des d’un costat de la membrana cap a I’altre, fet
que va suggerir que la bR era una proteina bombejadora de protons. Aixi doncs la
il'luminaci6 de la bR produia un transport de protons des del citoplasma a I’espai
extracel-lular generant-se un gradient electroquimic de protons. Es va observar (figura
1.2) que aquest gradient era aprofitat per ATPsintases que amb mecanisme antiport
introduien un prot6 a la cél-lula i expulsaven dos Na' cap a ’exterior generant-se aixi
ATP a partir d’ADP, (Oesterhelt ., 1973a).
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Figura 1.2. Esquema del procés d’obtencié d’energia quimica a partir de ’energia
luminica a H.salinarum.

Aquest mecanisme de producciéo d’ATP es va veure que no era 1’habitual del
bacteri sind que es tractava d’un mecanisme d’emergencia que desenvolupava

I’organisme quan hi havia limitacié d’oxigen al medi, ja que H.salinarum és un bacteri
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aerobi que normalment obté 1’energia de la fosforilacié oxidativa dels aminoacids. Aixi
doncs, en abséncia de quantitats suficients d’O, s’atura el creixement del bacteri i es
posen en marxa una serie de mecanismes per a sintetitzar la MP 1 poder transformar
I’energia de la llum en ATP. L’ATP aconseguir sota aquestes condicions, perd, només
permet la subsisténcia del bacteri fins que les condicions tornin a ser favorables, ¢és a
dir, és un mecanisme de resisténcia (Oesterhelt et al., 1973a).

L’unica dada estructural de la bR que es tenia fins el moment era que es tractava
d’una proteina transmembranal. No va ser fins I’any 1975 que Henderson et al. (1975a),
amb una resolucido de 7 A, van observar mitjancant difraccié d’electrons que la bR
constava de 7 estructures, segurament helices a, perpendiculars a 1’eix de la membrana
i que tenia unes dimensions de 25 x 35 x 45 A. Estudis posteriors van corroborar
aquesta hipotesi (Unwin et al., 1975; Ovchinnikov et al., 1979). Henderson et al. (1990)
van obtenir ’estructura amb millor resolucié de 1’é¢poca (3,5 A) observant-se més
detalls de I’estructura de la bR. Amb I’obtencid de cristalls de bR (figura 1.3) es varen
obtenir més detalls de 1’estructura de la proteina, que, en anar-se’n millorant la técnica
d’elaboraci6 dels cristalls s’han anat obtenint estructures de major resolucié (Pebay-

Peyroula et al., 1997).

Figura I.3. Imatge per microscopi Optic invertit de cristalls de bR elaborats
recentment al nostre laboratori.

Fins al moment els mecanismes de produccié d’energia quimica a partir de
I’energia lluminosa que es coneixien a la natura consistien en una complexa cadena de

transport d’electrons con és la fotosintesi. El descobriment d’un sistema tan simple i
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diferent com el que es duu a terme en H.salinarum va despertar la curiositat del mon
cientific 1 va repercutir en ’aparici6 1 desenvolupament de molts grups d’investigacid
arreu del mon que van dedicar els seus esfor¢os a I’estudi de la bR i el seu mecanisme
de bombeig de protons. L’enrenou que va produir el descobriment de la bR, junt amb el
fet de que s’obtingui facilment i en gran quantitats, ha fet que la bR sigui la proteina
transportadora amb la funcid6 1 estructura més coneguda. Per altra banda, la
bacteriorodopsina ha servit com a model d’estudi per altres proteines transmembranals
com la rodopsina (Hoflack et al., 1994; Neumiiller et al., 1996; Riek et al., 2000).

La bR pero, no solament és interessant com a model d’estudi pel coneixement
d’altres proteines, sind també com a base per a possibles aplicacions en el mon de la
microelectronica, memoria holografica (Hampp et al.,, 1990; Birge et al., 1999),
memoria optica (Hampp et al., 2000), potabilitzacié d’aigiies salines (Oesterhelt et al.,
1976), sondes de pH (Padros et al., 2001), obtenci6 d’energia quimica a partir de llum
per alimentar microsistemes (Lanyi et al., 2001; Pohorille et al., 2002); microxips
informatics (Birge et al; 1995), etc. A més la bR s’ha fet servir com a eina per I’estudi
d’altres molecules com ha sigut la seva utilitzacioé per a orientar proteines i poder-les
estudiar per ressonancia magnetica nuclear (Bernado et al., 2002), o per estudiar bucles
de la rodopsina per microscopia de forga atomica (AFM) (Heymann et al., 2000).

Malgrat que s’ha avancat molt en el coneixement de I’estructura i funci6 de la
bacteriorodopsina encara hi ha molts dubtes en quant a la implicacid6 de molts
aminoacids en el bombeig de protons i el manteniment de 1’estructura. Per tal d’esclarir
aquests dubtes en aquest treball es planteja I’estudi de I’efecte de diferents mutacions

sobre aquestes cracteristiques.

|.2. Halobacterium salinarum

Halobacterium salinarum forma part de la familia Halobacteriaceae, que consta
de 10 generes, dels quals solament 4 contenen alguna proteina associada a retinal (Thara
et al., 1998). Cal destacar que en alguns dels articles referenciats es parla de H.halobium
en comptes de H.salinarum; aixo és degut a que en un principi hi va haver una confusio6
en quant a la identitat de I’organisme.

H.salinarum és un arqueobacteri hal-10fil que s’ha adaptat de tal forma a viure en
ambients d’extrema salinitat, de I’ordre de 4M, (figura 1.1) que I’elevada concentracio

de sal s’ha fet indispensable per a la seva superviveéncia (Oesterhelt et al., 1971).Tant a
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les cél-lules eucariotes com procariotes el catié acumulat intracel-lularment és el Na'.
En el cas d’Halobacterium, perd, s’acumula K', altament toxic per a la resta
d’organismes (Lanyi., 1979). Aquesta acumulaci6 es dona tant per contrarestar
I’elevada salinitat del medi com per mantenir la funcionalitat de la ce¢l-lula, ja que la
majoria dels seus enzims al igual que els seus ribosomes soén depenents de sal
(Oesterhelt et al., 1974a; Van de Vossenberg et al., 1999). L’ambient sali on es
desenvolupa H.salinarum sol anar acompanyat d’elevades temperatures, fet que ha
provocat que el bacteri pugui créixer a altes temperatures, amb un Optim de 57° C

(Oesterhelt et al., 1974a).

Figura 1.4. Imatge d’H.salinarum adquirida per microscopia
electronica. A la imatge s’aprecia clarament la forma de bacil de
I’arqueobacteri.

Com a caracteristiques generals de 1’arqueobacteri, cal destacar que les cél.lules
tenen forma de bast6, un tamany de 0,5-1,2 um x 1,0-6,0 um (figura 1.4), son mobils
gracies a varis flagels polars 1 es tenyeixen com gram negatius. Tenen vacuoles
gasiferes que s’han eliminat a la soca R; per tal de facilitar ’extracci6é de la membrana
purpura. El seu genoma ¢és ric en G/C (66-71 %), tenen un codi genétic comt perd un us
de codo6 especial amb un 81 % de codons acabats en C o G (Dunn et al., 1981). Formen
colonies birefringents i de coloracié vermella o pirpura. Son quimiorganotrofs i aerobis
estrictes, 1 el seu mecanisme de resisténcia és la MP ja que no formen espores.

El creixement en cultiu de D’arqueobacteri ha sigut possible gracies a
I’elaboracié de medis rics en aminoacids 1 sals. Pel seu creixement és necessari una

bona aireacid i mantenir la temperatura al voltant del 40° C. Sota aquestes condicions de
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creixement el temps de duplicacié del bacteri €s de 8-10 hores (Oesterhelt et al., 1974a),
molt llarg comparat amb els 20 minut d’Escherichia coli.

La composicié de la membrana citoplasmatica és especial ja que esta formada
per fosfatidilglicerolfosfats (70 %), glicolipidsulfats (20 %) 1 esquale (10 %); en
comptes dels tradicionals fosfolipids. Aquests lipids a més no posseeixen enllagos ester
sin6 eter (Kates et al., 1982). La paret cel-lular del bacteri esta constituida principalment
per proteina amb petites proporcions de carbohidrats; no hi ha peptidoglicans, lipids ni
acids teitoics com a la resta de bacteris (Oesterhelt et al., 1974a).

A la cellula coexisteixen amb la bacteriorodopsina diferents pigments
(Stoeckenius et al., 1982):

-Bacterioruberina: pigment transmembranal -carotenoide que té¢ com a funcio

protegir el bacteri front la intensa il-luminacid existent al seu ninxol ecologic.

Aquest pigment ¢€s el responsable de la coloracioé vermella del bacteri (Oesterhelt

et al., 1971; Oesterhelt et al., 1974a).

-Halorodopsina (hR): proteina transmembranal que a I’igual que la bR té unida

una molécula de retinal i esta ordenada triméricament, i que, activada per la

llum, bombeja ions clor des de 1’espai extracel-lular al citoplasma per tal de
mantenir el balang osmotic durant el creixement del bacteri. La seva estructura

va ser obtinguda a 1,8 A de resolucio per Kolbe et al. (2000).

-Rodopsina sensorial I (sR): proteina transmembranal amb retinal unit 1 que

actia com a fotoreceptor atraient (Spudich et al., 1988; Spudich., 1994).

-Rodopsina sensorial II (pR): anomenada també foborodopsina, també és

transmembranal i té unit retinal, actua com a fotoreceptor repelent la radiacid

blava-verda (Spudich et al., 1988; Spudich et al., 1994). Les dues rodopsines
sensorials actuen direccionant el bacteri cap a intensitats de llum adients per la

funcionalitat de 1’organisme, fugint de la llum ultravioleta i migrant cap a

regions d’elevada intensitat de llum taronja. Aquest fenomen és 1’anomenat

fototaxis.

L’aliniament de seqiiencies de les quatre arqueorodospines (bR, hR, sR, pR) de
diferents especies mostra que hi ha 16 aminoacids completament conservats, deu dels
quals es troben localitzats a la butxaca d’uni6 del retinal. Estudis filogenétics usant
I’ARNr 16S com a cronometre, mostren que aquestes quatre arqueorodopsines

probablement deriven d’una mateixa rodopsina ancestral via duplicacions geniques. En
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una de les primeres duplicacions es va produir la diversificacio en dos grups, un formnat
pel parell bR-hR 1 I’altre per sR-pR (Ihara et al., 1998) a partir del quals es van obtenir

les arqueorodospines actuals.

|.3. Membrana purpura
[.3.1 Caracteristiques
Els fragments de MP es reparteixen homogéniament a la membrana

citoplasmatica del bacteri 1 poden arribar a ocupar fins el 50 % de la superficie total

(figura L.5) (Oesterhelt et al., 1973a).

Figura 1.5. Esquema d’H.salinarum on es pot apreciar la

presencia dels flagels unipolars i les taques de membrana purpura
distribuides per la membrana citoplasmatica del bacteri.

Les taques de MP tenen forma regular i per microscopia electronica es va
observar que tenen un diametre d’uns 0,5-1 um (Oesterhelt et al., 1974a; Henderson et
al., 1975b) i 45 A de gruix (Henderson et al., 1975b). Un analisi més en profunditat
d’aquests fragments va revelar que la MP posseeix una estructura paracristal-lina
consistent en una xarxa hexagonal perfecta (Blaurock et al., 1971) de trimers de bR,
(figura 1.6). Els espais entre les proteines estan ocupats per lipids en una proporcié de
75 % de proteina i un 25 % de lipid en pes (Henderson et al., 1975b). Cada mondmer
esta envoltant entre unes 6 (Kates et al., 1982) i 10 molecules lipidiques (Grigorieff et
al., 1996).

Els monomers no es troben aillats els uns del altres ja que mantenen interaccions
de caracter hidrofobic-hidrofobic entre les hélices transmembrana, necessaries per
mantenir 1’estabilitat del trimer. Aquestes interaccions no es produeixen a I’atzar sind
que es donen entre 1’h¢lix B d’un monomer 1 les hélices C 1 E del segiient (Fujiyoshi.,
1999). L’ordenacio6 de la bR en trimers sembla tenir una importancia funcional ja que,
encara que els monomers transporten protons, ho fan de manera menys eficient que la
bR trimérica (Dencher et al., 1979). La forma trimérica a més d’assegurar la correcta

estructura de les hélices en conformacid oy caracteristic de la bR (Torres et al., 1995)
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(veure seccio 1.4), també confereix una major estabilitat a la bacteriorodopsina front
elevades temperatures (Brouillette et al., 1987), segurament degut a la major
compactacio de les helices existent als trimers (Subramaniam et al., 1991). L ordenacio
en trimers no solament afecta les propietats de la proteina, sind que també de les formes

isomeriques del retinal (Scherrer et al., 1989) (veure seccid 1.5.2).

Figural.6. (A) Imatge de varis fragments de membrana parpura. (B) Imatge de la membrana
purpura obtinguda per microscopia de forca atomica. S’observa clarament una ordenacio
hexagonal de trimers. (C) Ampliacié d’un hexamer. Imatges obtingudes pel nostre grup.

|.3.2. Sintesi

La Bacterioopsina (bO), és la part proteica de la bR en abseéncia de retinal; el seu
gen ¢s I’anomenat bop (Betlach et al., 1986). L’expressié d’aquests gen ve activada per
la unio6 del sensor d’oxigen Nifl al gen brp, gen que forma part del cluster on esta inclos
el gen bop. Aquest sensor s’uneix unicament quan existeixen condicions de
microanaerobiosi en I’entorn i es fa necessaria la formacié de MP (Peck et al., 2001).

L’expressio del gen bop dona lloc a un ARN missatger (ARNm) que és traduit a
un precursor de la bO que presenta 13 aminoacids addicionals a I’extrem N-terminal i
un aspartic al C-terminal. Aquests elements son tallats abans de que la bO s’inserti a la

membrana de manera que son absents a la bR (Dunn et al., 1981). En un principi es va
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pensar que aquesta seqiiencia feia la funcid de peptid senyal per ancorar la bO a la
membrana citoplasmatica, pero Xu et al. (1995), van demostrar que aquests 13
aminoacids no eren necessaris per a la proteina sind que en realitat eren el producte de
la traduccié d’una seqiiencia de nucleotids de la regié 5° del ARMm necessaris per
formar un bucle. Aquest bucle es forma gracies a la preséncia d’una repeticié de 9
nucleotids i1 la seva formacid és necessaria perque es pugui unir el ribosoma a I’ARN
(Dunn et al., 1981).

Aquest ARNm no és solament caracteristic per presentar aquest bucle sindé que
ho és també per presentar solament 2 nucleotids a ’extrem 5’ abans del cod6 d’inici de
traduccié comparat amb els 26 nucleotids de la resta d’organismes (Dunn et al., 1981;
DasSarma et al., 1984). A més en aquest ARN els llocs d’uni6 del ribosoma es troben
down-stream dels codd d’inici en comptes de up-stream.

La bO obtinguda de la traducci6 del ARNm s’inserta en una zona de la
membrana citoplasmatica anomenada membrana bruna on es disposa de manera
desordenada sense formar 1’estructura paracristal-lina tipica de la membrana ptrpura. Al
mateix temps, la sintesi de bO indueix la ciclacio del licopé a B-caroté que donara lloc
al retinal, el qual s’unira a la bO ja inserida a la membrana bruna. Un cop realitzada
aquesta uni6 entre la bO i el retinal, es comenga a produir 1’ordenacio6 de la bR (Sumper

etal., 1976).

| .4. Bacteriorodopsina

La bR ¢és una proteina de 248 aminoacids que té un pes molecular de 26 KDa
(Ovchinnikov et al., 1979; Dunn et al., 1981) on cal destacar I’abséncia d’histidines i
cisteines 1 la gran abundancia en aminoacids hidrofobics i1 aromatics. L’estructura de la
bR consisteix en 7 helices o anomenades de la A a la G connectades entre si per bucles
citoplasmatics 1 extracel-lulars amb I’extrem N-terminal al costat extracel-lular i
I’extrem C-terminal al costat citoplasmatic (Ovchinnikov et al., 1979). En moltes
ocasions es parla de costat extracel-lular, pero s’ha de tenir en compte que en realitat és
I’espai periplasmatic. Cap a la meitat de la proteina, i quasi perpendicular a I’eix de les

helices, es trobava unida la molécula de retinal (figura 1.7), mitjangant una Base de

Schiff (BS) protonada.
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B - b

Figura 1.7. Model de la bacteriorodopsina obtingut a partir de 1’estructura
resolta per Luecke et al. (1999a). Les lletres indicades a la part superior donen
nom a les set hélices a, sent la G la que t€ unida la molécula de retinal.
Les helices de la bR no es troben totalment en conformacio o com succeeix a la
majoria de proteines, sind en una barreja d’oy 1 oy (Krimm et al., 1982). Aquesta
varietat d’helix o es caracteritza sobre tot per presentar una helix menys compacta. Les

principals diferéncies entre les dues formes es troben resumides a la taula I.1.

Taulal.l. Caracteristiques generals de I’estructura de les hélices o i ou;.

Caracteristiques oy o

Pla de I’enllag peptidic Paral-lel a I’eix de la helix L’enllag N-H apunta cap a I’eix
Longitud del pont 2,86 A 3A
d’hidrogen C=0O---H-N

Freqiiencia de vibracio Menor Major
del pont d’hidrogen

Forga dels enllacos Menor Major
C=01iN-H

El fet de que presenti aquesta configuracié inusual de les helices sembla que €s
degut a que l’estructura oy permet una major estabilitat del retinal en la seva

conformacié 13-cis, necessaria pel correcte funcionament de la bR (Veure seccio 1.6.2).
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|.5. Retinal

[.5.1. Caracteristiques

Cap a la meitat de la bR la molécula de retinal es troba unida covalentment,
mitjancant una Base de Schiff protonada (Oesterhelt et al., 1971), amb la lisina 216
(Seiff et al., 1985). El retinal és el cromofor responsable de 1’absorcié de la llum i
d‘iniciar els canvis necessaris perquée la bR bombegi protons, i de que la
bacteriorodopsina presenti una coloraci6 purpura (Lewis et al., 1974). El retinal esta
compost d’un anell B-ionona i una cadena poliénica de 16 carbonis amb dobles enllagos
conjugats. El cromofor es troba ancorat a la bR formant un angle de 20° respecte al pla
de la membrana citoplasmatica (Heyn et al., 1977) dividint aixi la proteina en dues

parts, la part citoplasmatica i I’extracel-lular.

i - . [I
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Figura 1.8. Mapa de densitat electronica de la regio
circundant de la Base de Schiff a 1,55 A de resolucid. A la
imatge s’aprecia un complex format per la molécula d’aigua
402 unida mitjangant ponts d’hidrogen per un costat amb la
BS i per I’altre als aspartics 85 i 212. Aquests aspartics es
troben connectats amb 1’arginina 82 mitjancant les aigiies 401
1 406. Aquest complex seria el contraié de la Base de Schiff
(Luecke et al., 1999a).

El retinal té la capacitat d’absorbir llum presentant un maxim d’absorbancia
depenent del seu entorn, aixi doncs, quan el retinal es troba dissolt en etanol el seu
maxim es troba a 380 nm. Quan el retinal pero, es troba unit a la proteina, la carrega
positiva de la BS que s’ha format s’estabilitza mitjangant ponts d’hidrogen directes o

indirectes, amb el contrai6 format pel aspartics 85, 212, la arginina 82 i molécules
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d’aigua (figura I.8). (Grigorieff et al., 1996; Kimura et al., 1997; Luecke et al., 1998;
Mitsouka et al., 1999; Edman et al., 1999). El microambient generat per aquests residus
afecta de manera important la densitat electronica del retinal fent que el seu maxim
d’absorbancia es trobi a 558 nm (Tajkhorshid et al., 1999).

El retinal, pero, no solament és responsable de 1’absorci6 de llum i d’iniciar el
bombeig de protons (seccid 1.6), sind que a més té un paper important en la compactaciéd
de les helices 1 per tant en I’estabilitat de 1’estructura de la bR (Cladera et al., 1996;
Ludlam et al., 1997)

|.5.2. Adaptaci6 [lum-foscor

La bR presenta dos estats anomenats forma adaptada a la foscor (DA) i1 forma
adaptada a la llum (LA) (Oesterhelt et al., 1973a). Aquestes dues formes es diferencien
clarament per presentar un maxim d’absorbancia en el visible caracteristic, sent de 558
nm per la forma DA i 568 nm per la LA. L’estudi d’aquestes formes va mostrar que hi

havia diferents formes isomeriques del retinal.

A CIH3 CH3 CIH3
WH
CHa @

Figura 1.9. (A) Estructura de la molécula de retinal en conformaci6 tot-trans
formant una Base de Schiff protonada amb la proteina. (B) Molécula de retinal
en conformaci6 13-cis, 15-syn.

En la forma LA el retinal es troba en quasi el 100 % en configuracié tot-trans
(Ohno et al., 1977; Dencher et al., 1982; Steinberg et al., 1991); en DA, pero, en un
principi es va pensar que hi havia una proporcio 1:1 de 13-cis,15-syn : tot-trans, (figura
[.9.A 1 B) (Ohno et al., 1977; Dencher et al., 1982), pero estudis més acurats van revelar
que en realitat la proporcio és de 2:1 (Scherrer et al., 1989; Steinberg et al., 1991). El
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sentit de que hi hagi aquesta proporcidé dels isomers €és un tema encara no resolt.
Scherrer et al. (1989) van suggerir la possibilitat de que en un trimer hi hagués dos
monomers amb configuraciéo 13-CiSi un amb tot-trans, pero també cap la possibilitat de
que hi hagués unes proporcions a [’atzar als trimers 1 que els isOmers s’anessin
intercanviant.

Les proporcions dels dos isomers pot variar depenent de les caracteristiques de
la bR, de manera que en formes monomeriques de la bR per exemple s’ha observat que
hi ha una major proporci6é de 13-cis a la forma DA (72 %) que en els trimers (66 %).
Aquest fet mostra el paper que juguen els trimers en estabilitzar la forma tot-trans
indicant aixi, que la forma 13-Cis és I’isomer energéticament més estable (Scherrer et
al., 1989). Aquest fet suggeriria que I’organitzacid en trimers de la bR seria necessaria
per mantenir una proporci6 isomerica del retinal adient per la funcié de la bR. A més
s’ha observat que els monomers s’adapten a la foscor un ordre de magnitud més rapid
que els trimers indicant que la preséncia de retinal en un monomer influencia el
cromofor vei (Ebrey et al., 1977; Hartsel et al., 1988). Per altra banda, Rehorek et al.
(1979) van determinar que la uni6 de retinal a la bO es produeix de manera cooperativa.

La forma LA s’obté¢ per il-luminaci6 de la bR DA durant uns minuts amb llum
blanca. Per tornar a la forma DA la bR s’ha de mantenir a les fosques durant un temps
minim de 20 minuts a 35° C, depenent del pH (Oesterhelt et al., 1973a; Ohno et al.,
1977). La velocitat d’adaptacio a la foscor depén de la temperatura, de manera que quan
més elevada és la temperatura el temps necessari per 1’adaptacié és menor i viceversas,
per exemple, a 4° C el temps necessari és de 30 hores (Ohno et al., 1977). Scherrer et al.
(1989) van detectar que en augmentar la temperatura, a partir de 40° C, a més de
disminuir el temps d’adaptacié a la foscor, es produia un increment en el nombre de
molécules de retinal en conformaci6 tot-trans. Aixi les propietats de les formes DA i
LA no son solament depenents de la bR sin6 que també de les caracteristiques del medi
com ¢€s en aquest cas la temperatura.

L’adaptacio6 a la foscor depén del pH, de manera que a valors del pH per sota de
7 es produeix una disminuci6é del temps d’adaptacio; entre pH 7 i 8,5 hi ha una
invariabilitat en la velocitat d’adaptacio, i a pH per sobre de 8,5 aquest temps augmenta
(Ohno et al., 1977). A pH acid a més va disminuint la proporcié de tot-trans de la forma
LA de manera que a pH 2 es t€¢ només un 55 % de tot-trans, un 35 % de 13-cis, 7 % de
11-cisi 3 % de 9 -cis. En la forma DA, pero, en baixar el pH per sota de 4 es produeix
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un lleuger increment en la proporci6 de tot-trans, tenint a pH 2 un 58 % de tot-trans, i
42 % de 13-cis. Quan s’incrementa el pH per sobre de 10 en la forma LA es produeix
una disminucio en la quantitat de tot-trans fins un 82 % amb un 4 % de 13-ciSiun 14 %
de 11-cis. A la forma DA no es produeixen canvis significatius a pH basic (Koyama et
al., 1993).

Balashov et al. (1996), van detectar que la velocitat d’adaptaci6 a la foscor es
proporcional a la quantitat de la forma blava 1 que és per aquest motiu que quan més

baix ¢és el pH més rapida

CH, CH, CH,
]

¢s I’adaptacio6 a la foscor.
Ab{ﬁLFSzu bR pirpuratot-trans ' _
1 Ig H, H+ Arriben més enlla i
3 H
- w_\ﬂ;.)' . D;\ proposen que el
— A . , .7
o' "Pas mecanisme d’adaptacid a

la foscor es produeix via

CH, CH, CH, g+

W A A Lysy, bR blava tot-trans protonacid transitoria de
CHy o I’Asp 85 (figura 1.10) a

CH, HO
l :j—ﬂspaj qualsevol pH. En
o

protonar-se aquest grup

CH, CH, CH,

: .
- bR blava 13-cis es trencaria el seu pont
CII—:I:H3 Et&’h‘Lysﬂ‘ d’hidrogen amb la Base
3
H+’li“:§_;H+ HO de Schiff augmentant la
:j_ Asp deslocalitzacid dels
o . .
electrons del retinal 1
CH, CH, CH, , _
bR pirpura 13-¢is alliberant la BS;
CH, %1";1 Ly, d’aquesta manera es
3
H* podria  produir la
\ isomeritzacio.
f_*éisF'ﬁJ
0 Ohno et al. (1977) van

Figura 1.10. Representaci6 esquematica del mecanisme de determinar que el sentit
adaptacid a la foscor en la bR. Les transicions entre tot-trans i
13-cis es produeixen via protonacid transitoria de 1’Asp 85.
Esquema basat en Balashov et al. (1996). dues formes de la bR

de I’existéncia d’aquestes

residia en [’adaptacio de la bR de dues formes diferents en quant a la seva funcionalitat.
La forma DA es va veure que havia perdut la capacitat de bombeig de protons comparat

amb la forma LA, de manera que la forma DA seria una forma inactiva de la bR on el
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retinal es troba en una conformaci6 energeticament més estable 1 menys actiu comparat
amb la forma LA. Aixi doncs, la forma DA seria un estat de relaxacio de la bR de
manera que ¢és necessari la il-luminacié d’aquest per obtenir la forma LA ja plenament

activa.

|.6. Fotocicle
1.6.1. Introduccio
S’anomena fotocicle a I’encadenament de canvis estructurals en la bR que es
produeixen com a conseqiiencia de 1’absorcié d’un foté pel retinal, donant com a
resultat final I’expulsio d’un prot6 des del costat citoplasmatic al costat extracel-lular.
"Z;Z"
BR ses

vi\;i@/\

N @y
O 630 (7) 500 fs SHG_)/\J 625
H 10 ms 13 Y
H N
MNEA H 'H
o N ses (2)
GHs K 590
(6)5ms BN N
QHs H + 2 us (3)
13 N — H3 L 550
N 540 \H JIS\G_ND"
1 ms 40 us ~ H
(5) o (4
3

15

H+
M 412

Figura I.11. Esquema del fotocicle de la bR. Cadascun dels intermediaris es troba representat
mitjangant una lletra i un nimero corresponent al seu maxim d’absorbancia al visible. En
vermell estan indicats els temps de formacié de cadascun dels intermediaris. Entre paréntesi es
troben els passos representats en la figura [.12.
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Per a que la bR dugui a terme el fotocicle €s necessari que primerament la
proteina es trobi en la seva forma activa, es a dir, adaptada a la llum on la totalitat dels
retinals es troben en conformacio6 tot-trans (I.5.2). A cadascun dels estats pels que es
troba la bR durant el fotocicle se 1’anomena intermediari, facilment identificables per
tenir cadascun d’ells un maxim d’absorbancia caracteristic (Lozier et al., 1975). A la
figura .11 esta representat 1’ordre temporal de cadascun dels intermediaris del fotocicle,
on els principals moviments de protons estan reflexats a la figura 1.12.

S’anomena fotocicle degut a que els canvis que es produeixen en absorbir un
foto el retinal sén de caracter ciclic. El temps que triga la bR en complir tot un cicle és

d’uns 10 ms, que es torna a rependre si continuen les condicions d’il-luminacid.

v (6)
YH

ol ©

Part citoplasmatica

Part
extracel-lular

XH
v(4)

Figural.12. Esquema dels moviments dels protons que tenen lloc durant el fotocicle de la bR.
Els ntimeros entre paréntesi assenyalen 1’ordre dels aconteixements i es correlacionen amb els
indicats a la figura I.11.

[.6.2. Intermediaris
Els processos importants que es produeixen durant cadascun dels intermediaris

es mostren en més detall en la figura [.15.A.

BR: Estat basal de la proteina abans de comengar el fotocicle. El retinal es troba en

conformacid tot-trans ja que primerament la bR haura estat activada il-luminant-la
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durant uns minuts per que s’adapti a la llum. En aquest estat la BS es troba protonada

(Siebert et al., 1983; Earnest et al., 1986)

J: Aquest intermediari s’obté als 500 fs després de que el retinal absorbeixi un foto;
aquest és un intermediari dificilment detectable degut a la seva rapidesa. El retinal
segueix en conformaci6 tot-trans on 1’entorn de la BS és similar a I’obtingut a BR, pero
es produeix una reorganitzacié de la densitat electronica al retinal entre els enllagos
C=C 1 C-C. Sembla ser que durant aquest intermediari hi hauria una certa torsié de la

cadena poliénica del retinal (Atkinson et al., 2000).

K: En el pas de J a K es produeix la isomeritzaci6 del retinal des de tot-trans a 13-cCis,
15-anti (Kuschmitz et al., 1982; Polland et al., 1984; Mathies et al., 1991; Weidlich et
al., 1997; Atkinson et al., 2000; Schobert et al., 2002) diferent de la forma 13-cis, 15-
syn de la forma adaptada a la foscor (veure seccié 1.5.2). Aquest és el primer
intermediari clarament detectable on la BS continua estant protonada. Durant aquest
intermediari es produeixen canvis en la distribucid d’electrons al retinal com a

conseqliencia de la seva isomeritzacid (Siebert et al.,1983; Rothschild et al., 1992).

L: En aquest intermediari es poden veure canvis en I’entorn de I’aspartic 96 (Maeda et
al.,, 1992; Le Coutre et al., 1995) que en un principi es va considerar com una
desprotonaci6 transitoria d’aquest grup (Braiman et al., 1988; Braiman et al., 1991,
Ormos et al., 1992). Yamazaki et al. (1995) van detectar pero, que aquest canvi d’entorn
de I’Asp 96 és degut al moviment de molécules d’aigua en 1’espai existent entre aquest
grup i la BS en isomeritzar-se el retinal. Aquest moviments consisteixen en la relaxacio
de les helices per donar cabuda al nou estat conformacional del retinal (Hayashi et al.,

2002).

M: El fenomen més important que té lloc durant aquest intermediari és la desprotonacid
de la BS (Rotschild et al., 1979; Braiman et al., 1987). Mitjancant estudis de fotolisi de
llampec, Siebert et al. (1982) ja van detectar que durant el fotocile es produia la
protonacid/desprotonacié de dos grups carboxilics. Com a candidats van proposar 1’ Asp
85, Asp 96, Asp 212 i el Glu 204. Dollinger et al. (1986) es van apropar més als

fenomens que tenien lloc durant Dl’intermediari M, indicant que durant aquest
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intermediari es protonava un aspartic i que a més hi havia involucrat un glutamic. Va ser
més endavant quan es va determinar que el grup que agafava el protod de la BS era I’ Asp
85 (Braiman et al., 1988; Stern et al., 1989; Braiman et al., 1991; Fahmy et al., 1992).
Metz et al. (1992) van demostrar que [’inic aspartic que es protonava durant
I’intermediari M era I’Asp 85 negant aixi la possible protonacié de I’Asp 212 que
sostenien alguns grups (Ormos et al., 1992; Bousché et al., 1992). L’estudi de 1’evolucio
d’aquest intermediari per la técnica de fotolisi de llampec mostra que I’aparicié d’aquest
intermediari és bifasica, 1 és per aquesta rad que es comenca a parlar de dos subgrups de
M anomenats de diverses maneres: Mciosed © My per la primera especie 1 Mgpen 0 M, per
la segona (Varo et al., 1990; Takei et al., 1993) amb uns maxims d’absorbancia de 411

nm per I’M; 1 404 nm per I’M; (Zimanyi et al., 1992a).

M1 Es produeix el primer moviment de protons on la Base de Schiff es
desprotona cedint el seu prot6 a I’aspartic 85, fenomen que indueix 1’alliberacid
d’un protd cap a la part extracel-lular (Siebert et al., 1982; Fodor et al., 1988;
Ames et al., 1990; Varo et al 1991a; Braiman et al., 1991) per un grup X (veure
seccio 1.7). La BS es desprotona com a conseqiiéncia de la disminucié del seu
pK. des de 12 a 7-8 en passar de L a M que, junt amb 1’augment del pK, de I’Asp
85 des de 2,7 a 7-8, provocaria el traspas del protdo des de la BS a I’Asp 85
(Zimanyi et al., 1992b). El model de canvi d’hidratacié proposat recentment per
Tanimoto et al. (2003) postula que 1’aigua 402, que es troba unida simeétricament
mitjancant pont d’hidrogen, amb 1’Asp 851 212 a I’estat BR (figura 1.14.A), en el
pas de L a M passaria a formar un pont d’hidrogen només amb 1’Asp 212
provocant un augment en el pK, de I’Asp 85 i provocant aixi la seva protonacid
des de la BS. Aquest model doncs, proposa 1’aspartic 212 com a grup important

per que es pugui donar la protonacio de I’ Asp 85.

M>: El retinal canvia la seva accessibilitat des del costat extracel-lular al costat
citoplasmatic (Var6 et al.,, 1991a; Zimanyi et al., 1992a; Subramaniam et al.,
1999). Ja Fodor et al. (1988) van proposar el model C-T on un cop es
desprotonava la BS aquesta canviava la seva accessibilitat cap al costat
citoplasmatic per tal de poder protonar-se en el pas de M a N. A més d’aquest

canvi d’orientacié de la BS també¢ es produeixen canvis estructurals (Dencher et
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al., 1989; Stern et al., 1989; Koch et al., 1991; Rothschild et al., 1993; Kikukawa
et al., 1995). Lazarova et al. (1996) van concretar que aquests canvis es produien a
les hélices a, els girs reversos i aminoacids aromatics. Aquests canvis pero,
consisteixen més concretament en I’obertura del canal citoplasmatic que permet
I’entrada d’aigiies que provoquen la disminucié del pK, de 1’Asp 96 en
I’intermediari N (Radionov et al., 1996; Radionov et al., 1997; Kamikubo et al.,
1997; Vonk et al., 2000; Oka et al., 2002). Els canvis estructurals es va veure que
involucraven el moviment dels bucles citoplasmatics E-F i/o C-D (Steinhoff et al.,
1994; Thorgeirsson et al., 1997) Estudis més avancats van determinar que
I’obertura es devia a una torsi6 en les hélices F i G (Luecke et al., 1999a; Sass et
al., 2000; Oka et al., 2000; Oka et al., 2002). Xiao et al. (2000) a més d’aquestes
torsions postulen que també hi hauria una rotacio de 1’hélix F en el sentit contrari
de les agulles del rellotge.

Recentment Lanyi et al. (2002), han establert que efectivament de L a M; es
produeix la desprotonaci6 de la BS, que de M, a M; la BS es reorienta cap al
costat citoplasmatic, 1 estableix un nou subintermediari M,’en el que s’allibera el
proto a I’espai extracel-lular i es produeix una relaxacié del retinal exposant-se la

BS més cap a la zona citoplasmatica (figura [.15.A).

N: En el pas de I'intermediari M, a N es produeix la reprotonacio de la BS a partir de
I’Asp 96 (Holz et al., 1989; Butt et al., 1989; Otto et al., 1989; Braiman et al., 1991,
Bousché et al., 1991). La desprotonacid de 1’ Asp 96 es produeix gracies a la disminucio
del seu pK, que té lloc quan hi ha una entrada de molécules d’aigua en obrir-se les
helices a la part citoplasmatica durant M,. Per altra banda la desprotonaci6 del grup X
durant M indueix una disminucié del pK, de la BS. Aquests dos fenomens originen el
pas del proto des de 1’Asp 96 fins a la BS.

La reprotonaci6 de la BS ve donada per la formaci6 transitioria d’una xarxa de
ponts d’hidrogen entre I’Asp 96 1 la BS (Cao et al., 1991; Bousché et al., 1992; Le
Coutre et al., 1995; Luecke et al., 1999a; Sass et al., 2000)

O: En el pas de N a O el retinal es reisomeritza per obtenir de nou la conformaci6 tot-
trans (Smith et al., 1983), 1 és en aquest moment quan 1’Asp 96 es reprotona (Otto et al.,

1989; Ames et al., 1990; Bousché et al., 1991) agafant el proté d’un grup Y la identitat
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del qual no es troba encara aclarida. Aquest grup s’ha postulat que seria 1’Asp 38
localitzat al costat citoplasmatic (Riesle et al., 1996), encara que altres treballs postulen
que els Asp 36, 38, 102 i 104 actuarien com a antena per atreure els protons i que seria
1’Asp 36 el que donaria el protod a I’Asp 96 (Brown et al., 1999).

Durant aquest intermediari I’Asp 85 continua protonat (Zscerp et al., 1997), i en
el pas de I’intermediari O a ’estat BR I’ Asp es desprotona cedint el seu proto al grup X

(Bousché et al., 1992).

El pas d’un intermediari a un altre es troba en equilibri com qualsevol altre
reaccid bioquimica. En el cas del fotocicle, estudis termodinamics 1 de fotolisi de
llampec indicarien que tots els passos es trobarien en equilibri excepte pel pas M;-M; i
BR-O on la pérdua de 17 KJ/mol i 11,4 KJ/mol respectivament, fa que siguin uns passos
irreversibles (Varo et al., 1991a; Varo et al., 1991b; Friedman et al., 1994). En aquest

ultim treball proposen també¢ la irreversibilitat del pas BR- K.

|.7. Alliberaci6 del proto
[.7.1. Acoblament del’Asp 85i € grup X

Balashov et al. (1995, 1996), van deduir 1’existéncia d’un acoblament entre el
pKade I’Asp 85 1 d’un grup X’ a I’estat basal (figura I.13), que podria ser el mateix grup
X alliberador del prot6. Segons aquest model 1’estat de protonacio de 1’Asp 85 influeix

en el pK, de grup X’ i viceversa.

pK;4,8

DSSH/X’H +——5% D8SH/X

K, 26] [ K75
D&5/X’H «—>» DR5/X”

pKz 9,7

Figura1.13. Esquema del model d’acoblament entre el pK, de I’ Asp
851 el grup X H a I’estat basal proposat per Balashov et al. (1995).

El fet de que en el pas de I’intermediari L a M en protonar-se 1’Asp 85 es
produeixi al mateix temps la desprotonaci6 del grup X fa entreveure que 1’acoblament
dels pK, observat a 1’estat basal també es produiria durant el fotocicle. De manera que

la protonaci6 de 1’Asp 85 provocaria la disminuci6 del pK, del grup X des de 9 a 5,8
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(Zimanyi et al., 1992b) produint-se la seva desprotonacié i la conseqiient alliberacio del
proté al medi extern. Al mateix temps, la desprotonacido del grup X produiria un
augment en el pK, de I’Asp 85 assegurant-se aixi el seu estat protonat fins al final del
fotocicle.

Pero, com ¢és possible que residus tan llunyans presentin una relaci6 tan estreta?
Estudis de difracci6 de neutrons (Papadoupos et al., 1990) i difraccid6 d’electrons
(Fischer et al., 1994) van detectar la preséncia d’alguna molécula d’aigua prop de la BS
1 aquests autors van suggerir que aquestes podien participar activament en la
translocacid de protons. Amb la posterior obtencié d’estructures d’elevada resoluci6 es
va detectar que la BS es troba connectada amb la part extracel-lular de la proteina
mitjancant una complexa xarxa de ponts d’hidrogen on s’hi troben involucrades varies
molécules d’aigua (Kimura et al., 1997; Luecke et al., 1998; Mitsouka et al., 1999;
Luecke et al., 1999a; Lanyi et al., 2002) (figura 1.14.A).

A Base de Schiff protonada 8 Base de Schiff desprotonada
Retinal tot-trans Retinal 13-cis
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Figura |1.14. Representacié esquematica de la xarxa de ponts d’hidrogen formada
per grups i molécules d’aigua, en la part extracel-lular de la bR, en I’estat basal
BR (A) i en I’intermediari M (B) (Luecke et al., 1999b). La bR utilitzada ha estat
el mutant D96N per tal de poder resoldre 1’estructura de I’intermediari M, que en
aquest cas es tractaria de I’intermediari M,. En vermell es troben marcades
aquelles estructures que canvien en els dos intermediaris, per contra, en negre
estan indicades les estructures que es mantenen invariables.
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Aquesta xarxa seria vital per mantenir la comunicaci6 entre 1’Asp 85 1 el grup X
durant el fotocile. Belrhali et al. (1999) ja van determinar que la isomeritzacid del
retinal des de tot-trans a 13-cis produia un canvi en el entorn de la BS alterant la xarxa
d’aigiies que connecten la BS amb la part extracel-lular produint la desprotonaci6 de X.
Un parell de mesos més tard es va publicar el treball de Luecke et al. (1999b) on es va
obtenir I’estructura del mutant D96N, que en tenir un intermediari M molt llarg
permetia el seu estudi per raigs X. D’aquesta manera Luecke et al. (1999b) van estudiar
la xarxa de ponts d’hidrogen de la part extracel-lular en 1’estat basal de la bR (figura
[.14 A), i en 'intermediari M adquirit en el mutant D96N (figura 1.14 B). A ’estat basal
es pot apreciar com la BS es troba connectada amb els glutamics 194 1 204 mitjangant
una serie de molecules d’aigua que junt amb diferents grups forma una complexa xarxa
de ponts d’hidrogen.

Una vegada que es desprotona la BS cedint el seu prot6 a I’Asp 85 en M,
I’aigua 402 desapareix i1 hi ha una reorganitzaci6 de les molécules d’aigua i1 dels ponts
d’hidrogen produint-se un moviment de I’arginina 82 cap a I’extrem extracel-lular
(Gennis et al., 1999) que ja va ser intuit per Brown et al. (1995). L’apropament de I’ Arg
a I’extrem extracel-lular produiria una disminucié en el pK, del grup X produint-se
’alliberacio6 del prot6 al medi extern.

Sass et al. (2000) arriben més enlla indicant que 1’apropament de 1’arginina 82
produiria un canvi conformacional del Glutamic 204 induint una separacio entre els

glutamics i aspartics i un canvi en el pK, del Glu, provocant la seva desprotonacio.

[.7.2. | dentificaci6 del grup X

Quan s’estudia el procés d’alliberacid del proto a un valor de pH del medi entre
519 es veu que el procés de bombeig és normal, €s a dir, primer s’expulsa el proto al
costat extracel-lular en M 1 es capta el protd des del costat citoplasmatic en el pas de
I’intermediari N a O (figura [.15.A). Quan el pH del medi pero, es troba entre 5 1 3, el
grup X no pot desprotonar-se durant M ja que el medi es troba a un pH per sota del seu
pKa, 5,8. En aquest cas s’observa una inversio en 1’ordre d’entrada i sortida del proto,
produint-se la sortida del proto en el pas d°O a bR, pero no alliberant-se des del grup X
sind directament des de I’Asp 85 (Zimanyi et al., 1992b; Govindjee et al., 1996;
Balashov et al., 1996) (figura 1.15.B). El pK, del grup X a I’estat basal es troba al

voltant de 9, de manera que a pH per sobre de 9 el grup X es trobaria desprotonat i
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tampoc podria alliberar el prot6 durant el fotocicle i 1’alliberament del protd també
tindria lloc directament des de 1’ Asp 85 (Govindjee et al., 1996). A pH per sota de 3 no
es produeix bombeig de protons com a conseqiiencia de la formaci6 de membrana blava
(Mowery et al., 1979) (veure secci6 1.8.3).

Aquest fenomen d’inversié en el procés d’entrada i sortida del protd també
s’hauria d’observar quan s’inhabilités el grup X. Per exemple, quan es va estudiar
aquest procés en mutants de la bR on s’abolia la carrega positiva de I’Arg 82 es va
observar que es produia una inversio del procés. Es per aquest motiu que alguns
investigadors van considerar en un principi aquesta arginina com grup X (Mathies et al.,
1991; Balashov et al., 1993; Govindjee et al., 1996).

A W H W He

Y- \/= V= Y- ] Ya YH?

96 COOH 96 COOH 96 COOH q 96 COOH 96 COOH 96 COOH

L
B H H
\/= Y- Y Y
96 COOH 96 COOH 96 COOH 96 COOH
NH* N NH* NH*
85 COOH 85 COO" 85 COO*

L & M —&@ M, &— N & O &—— O — BR

Figura 1.15. (A) Esquema del fotocicle de la bR silvestre a pH neutre. (B) Esquema del
fotocicle de la bR silvestre a pH acid. En aquests esquemes es t€ en compte principalment els
estats de protonacio/desprotonacio del grup Y, 1I’Asp 96, la Base de Schiff, I’Asp 85, ’Asp 212 1
el grup X, els quals son representats en forma de Y°, 96 COOH, NH'", 85 COO", 212 COO" i XH
respectivament. En I’esquema B també hi tindria cabuda el fotocicle que tindria lloc en els
mutants dels Glutamics 194 /0 204 i de I’arginina 82. Esquema inspirat en Zimanyi et al.
(19990).

Me¢s endavant es va observar que quan s’abolia la carrega negativa del glutamic
204 també es produia una inversié en I’expulsio i captacio del proto, i per aixo es va
considerar que era el glutamic 204 el responsable d’alliberar el proté (Brown et al.,

1995; Richter et al., 1996; Govindjee et al., 1996). Posteriorment es va veure que
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mutacions en el glutamic 194 també produien el mateix efecte (Balashov et al., 1997;
Dioumaev et al., 1998; Luecke et al., 1998) indicant que el glutamic 194 també podia
ser el grup alliberador o bé una conjugacio dels dos glutamics.

La determinacié de I’existéncia de la xarxa de molecules d’aigua que connecten
la BS amb els glutamics 194 1 204 via arginina 82 ha suggerit que el grup alliberador del
protd és una molecula d’aigua d’aquesta xarxa (Rammelsberg et al., 1998; Zscherp et
al., 1999; Spassov et al., 2001). Per altra banda, el fet de que la mutacié de tants grups
produeixi D’efecte d’invertir el procés ha fet que el model més acceptat sigui la
consideracié de que el grup X no sigui cap grup en concret, sind un complex composat
pels glutamics 194, 204 1 una molecula d’aigua coordinat entre ambdos glutamics. Es
per aquest motiu que el grup X ha passat a anomenar-se CAP, complex alliberador del
proto.

La mutacié de I’ariginina 82, tot i produir la mateixa inversi6 que els glutamics
194 1 204, no es troba inclosa dintre del CAP. L’explicacio és que en abolir la carrega
positiva de I’Arg 82 es produeix un trencament en la continuitat de la xarxa de ponts
d’hidrogen interrompint aixi la comunicacid entre I’Asp 85 i el CAP (Tanio et al.,
1999a). A més, en el cas de que es produissin ponts d’hidrogen alternatius mantenint-se
una correcta comunicacio, I’abséncia de la carrega positiva de I’Arg 82 no permetria la
disminuci6 del pK, del CAP, ja que és I’apropament d’aquesta carrega cap al CAP el
que produeix la baixada del seu pK, (Luecke et al., 1999b).

En inhabilitar el CAP no solament es produeix una inversid en la sortida i
captacio del proto sind que Zscherp et al. (1997) van observar per FTIR que en mutants
del glutamic 204 es produia la protonacié transitoria d’algun glutamic o aspartic en
I’intermediari O com demostrava I’aparicié d’una banda positiva a 1713 cm™. Estudis
recents d’infraroig mostren que aquesta banda que apareix tant al mutant E194Q com al
E204Q prové de la protonacioé transitoria de I’Asp 212 des del ’Asp 85 al final del
fotocicle (Dioumaev et al., 1999; Zscherp et al., 2001). A la bR silvestre també
s’observa aquest fenomen a pH acids (Zscherp et al., 1997). Aixi doncs, aquestes dades
mostrarien que, en les mostres en que s’ha inhabilitat el CAP, ’alliberacié del prot6é no
es donaria directament des de 1’Asp 85 sind que des d’aquest residu es passaria el protd
al’Asp 212 1 d’aqui a I’exterior. Aquesta nova especie amb 1’Asp 212 protonat i Asp 85
desprotonat ha sigut anomenat O’ (Dioumaev et al., 1999). Estudis recents del nostre

grup (Lazarova et al., 2002) mostren que la formacié de 1’intermediari O’ als mutants
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E194Q 1 E204Q depén de CI, ja que quan hi ha abséncia d’aquest 16 al medi no es
produeix I’O’, postulant-se que aquest 16 podria actuar unint-se al contrai6 de la BS en

aquests mutants.

|.8. Cationsi forma blava.
1.8.1. Preséncia de cations a la bacteriorodopsina

Per mol de bR hi ha units 3-4 mols de Mg*" i 1 mol de Ca*" a pH 6 (Chang et al.,
1985), els quals son importants tant per mantenir la funcié (Chang et al., 1984; Varo6 et
al., 1989) com I’estructura de la proteina (Dunach et al., 1989; Heyes et al., 2001).

La preséncia de cations units a la membrana puirpura es un fet que és
amplament acceptat perd la localitzacio i 1’especificitat d’uni6 d’aquests és un tema
encara no resolt. Una de les teories manté¢ que la unid dels cations a la MP ¢és
inespecifica, atrets electrostaticament per les carregues negatives dels grups superficials
de la bR 1 dels lipids (Szundi et al., 1989; Taneva et al., 1994; Varo et al., 1999). Aixi
doncs encara que a 150 mM de KCIl hi ha forca quantitat de carregues negatives
apantallades s’ha demostrat que el pK, intrinsec de la transici6 parpura-blau és 1,5-2
(Szundi et al., 1989) comparat amb el valor del pK, aparent de 2,7 (veure seccio 1.8.3).

Hi ha moltes evidéncies perd, de que els cations es trobarien units
especificament a la bR com son estudis de ressonancia paramagnética de spin (EPR)
on es mostra que hi ha 5 llocs d’alta i mitjana afinitat i 5 de baixa afinitat (Dufiach et al.,
1987). Els llocs de baixa afinitat es trobarien basicament a 1I’extrem C-teminal de la bR
ja que experiments de hidrolisi d’aquest extrem amb papaina mostren la perdua d’aquest
llocs d‘uni6 (Dudach et al., 1987; Zhang et al., 1993a). La localitzaci6 dels altres llocs
d’unid no es troba resolt. Experiments en els que es fa reaccionar la bR amb ANTSA,
molecula que reacciona amb els grups carboxilics inhabilitant-los 1 afegint tres SOs’,
mostren que es produeix una disminucid en la quantitat de cations units, desapareixent
dos llocs d“uni6. Aquest fet mostraria que hi ha grups carboxilics involucrats en la uni6
dels cations (Chang et al., 1986) ja que el fet de que no augmenti el nombre de cations
en tractar la bR amb ANTSA indica que aquesta unié no és deu principalment a un
efecte electrostatic ja que el tractament produeix un augment en el nombre de carregues
negatives.

Una altra evidéncia d’unid especifica radica en el fet de que la bO encara i tenir

el mateix potencial superficial que la bR, solament t& 1-1,5 cations units. Aquest fet
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indica que la uniod ¢és especifica, ja que en el cas contrari en haver-hi el mateix nombre
de carregues negatives s’uniria el mateix nombre de cations (Chang et al., 1986; Dufiach
et al., 1986; Yang et al., 1995).

Ara bé, estudis realitzats en MP delipidada parcialment, mostren una menor unid
de cations a la bR (Griffiths et al., 1996), i aix6 podria ser considerat com una evidéncia
de que els cations estarien units als lipids, perd aquests autors no ho consideren aixi ja
que mantenen que la delipidacié podria produir canvis estructurals a la bR que podria
afectar els seus llocs d’unio.

Dades d’EXAFS mostren per altra banda, que al menys el catio6 de maxima
afinitat es trobaria unit a la proteina i no als lipids ja que el primer radi d’unio6 del catié
mostra la preséncia d’oxigen i al segon radi es segur que no es detecta cap presencia
d’atoms fosfor o sulfat presents als lipids (Sepulcre et al., 1996).

El fet de que la regeneraci6 de la bR desionitzada amb diferents cations
produeixi una diferent estabilitat de la bR front temperatures elevades també reforca la

idea d’una uni6 especifica dels cations a la bR (Heyes et al., 2002).

1.8.2. Localitzacio extracel -lular dels cations

La identitat dels grups carboxilics implicats en la uni6 de cations no es troba
encara aclarit. Estudis de NMR pero, mostren que al voltant de 1’Ala 196 hi hauria
localitzat un d’aquest cations (Satoru et al., 1999), tenint com a possible lligand el
glutamic 194, al costat extracel-lular. Estudis d’EPR amb mutants mostren que hi hauria
un lloc d’unié de cations proper (a 9,8 A) al glutamic 74 localitzat al bucle B-C (Eliash
et al., 2001). Estudis recents al nostre laboratori on s han realitzat experiments d’uni6 de
cations sobre mutants ectracel-lulars mostren que hi hauria d’un a dos llocs d’uni6 a la
part extracel-lular a on estarien involucrats els glutamics 194, 204 per una banda i
possiblement el 9 (Sanz et al., 2001).

Tot 1 tenir evidéncies importants de la uni6 especifica de cations a la bR, la seva
preséncia no ha sigut resolta en cap de les estructures obtingudes fins la data. El fet de
que s’utilitzi detergent per I’elaboracio6 dels cristalls, junt amb el fet de que als cristalls
es produeixin interaccions entre els bucles citoplasmatics i extracel-lulars de diferents
bR que no existeixen en l’estat normal, segurament contribueixen a una perdua o

deslocalitzacié d’aquests cations. En 1’elaboracio dels cristalls a més s’utilitzen cations
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monovalents com el Na” i K en comptes de divalents, quedant aixi més débilment units
a la bR contribuint tamb¢ en la dificultat de la seva visualitzacié per raigs X.
1.8.3.Forma blava

La forma blava de la bR s’obté a partir de la bR ptrpura on I’aspartic 85 es troba
desprotonat a 1’estat basal (Metz et al., 1992), acidificant el medi. La disminuci6 del pH
desplaca el maxim d’absorbancia de la bR des de 558 nm a 603, degut a la protonacid
de I’aspartic 85. El pK, aparent d’aquest grup en 150 mM de KCI és de 2,7, de manera
que a valors de pH per sota 3 es va obtenint la forma blava. Aquesta forma presenta un
fotocicle alterat amb 1’abséncia de I’intermediari M ja que 1’Asp 85 ja es troba protonat.
A més la bR blava perd la seva capacitat de bombejar protons (Mowery et al., 1979).

La forma blava i els cations son dos conceptes estretament relacionats, ja que en
obtenir-se la bR blava per disminucié del pH del medi, els cations units a la proteina es
desplacen produint-se la protonacié de 1’aspartic 85. Quan aquests cations s’extrauen de
la proteina mitjangant desionitzacid (veure seccio 1V.2.2.2), es produeix un increment
en el pK, de ’Asp 85 des de 2,7 en 150 mM de KCI fins a 5,5. La forma blava
obtinguda per la disminuci6 del pH o per desionitzacié de la bR a valors de pH menors
de 5,5 s’ha demostrat que son la mateixa espécie (Satoru et al., 1999). La causa de
I’increment del pK, de I’Asp 85 en desionitzar la bR també €s un tema encara no aclarit
del tot, postulant-se dues hipotesis. Una d’elles atribueix I’augment del pK, a un efecte
electrostatic, de manera que en treure els cations es desapantallen les carregues
negatives de la bR augmentant la carrega superficial negativa de la MP atraient aixi més
els protons 1 disminuint el seu pH superficial. Aixi doncs el pH del medi mesurat amb
I’electrode de pH seria més elevat que el pH real al voltant de la bR (Chang et al.,
1986). L altre hipotesi manté que els cations tindrien un efecte directe de manera que un
d’ells interaccionaria directament amb el contraié de la BS o els seus voltants, o amb la
xarxa de molecules d’aigua, regulant el color de la bR (Ariki et al., 1986; Dunach et al.,
1986; Jonas et al., 1991; Zhang et al., 1992). Molt probablement, els dos mecanismes
actuarien simultaniament.

La formacio de la bR blava és un procés reversible ja que quan s’afegeixen
cations sobre mostres desionitzades es recobra el color purpura, encara que depenent del
catid6 amb el qual es produeix la regeneracio les caracteristiques funcionals de la bR
poden canviar. Els cations Na'" i K' tenen aquesta capacitat de regenerar la bR purpura

amb canvis minims en la funcionalitat de la proteina encara que s’ ha d’afegir de 50 a
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100 vegades més quantitat d’aquest cations que de cations divalents per restaurar la
forma purpura (Kimura et al., 1984, Chang et al., 1985). Aquest fet també indicaria que
la unié de cations no es deu solament a un efecte electrostatic ja que en aquest cas
només seria necessari duplicar el nombre de cations monovalents per igualar el nombre
de carregues positives que quan s’afegeixen els divalents. A més, els cations
monovalents es troben més debilment units ja que només rentant la bR amb aigua
destil-lada tres o quatre vegades s’obté bR blava.

Si es tractés simplement d’un efecte electrostatic, qualsevol catié hauria de tenir
el mateix efecte, perd aixd no és aixi ja que quan s’addiciona Hg*" o Pt*" sobre bR blava
no es pot restaurar la forma purpura. Fins i tot quan s’afegeixen ions Hg’" a la
membrana purpura aquesta es va tornant blava com a conseqiiéncia del desplacament
d’alguns ions Ca®" i/o Mg”" dels seus llocs d’uni6. Aquest efecte es deu a que dels 7
llocs de baixa afinitat d’uni6 que té el mercuri a la bR, només comparteix 3 amb el calci
1/0 magnesi on es donaria competéncia d’unié (Dufiach et al., 1988). Entre aquest tres
llocs d’unio es troba el lloc o llocs que controlen el color de la bR, perod un cop s’ha unit
el mercuri no es torna purpura la proteina. Aquest fet podria ser degut que el mercuri
tindria un complex d’uni6 diferent a 1’octaédrica, present en els cations regeneradors

(Ariki et al., 1986).

1.9. Altres formes de |a bacteriorodopsina
[.9.1. Forma parpura acida

Quan es continua baixant el pH del medi per sota de 2 comenca a aparé¢ixer una
especie diferent de la bR blava; aquesta nova forma és I’anomenada bR purpura acida,
bR,. Aquesta especie rep aquest nom perque el seu espectre d’absorbancia presenta un
maxim a 565 nm, bastant proper a la bR purpura a pH neutre (558 nm). Mowery et al.
(1979) van detectar que perqué es formés aquesta espécie era necessaria la preséncia
d’elevada concentracié de sal. En un altre estudi es mostrava que la part de la sal
necessaria per a la formacié de bR, eren els anions i no els cations ja que quan menor
era el radi del anions involucrats més s’afavoria la formaci6 de bR purpura acida
(Fischer et al., 1979). Aquest grup sostindria que la nova espécie no es formaria com a
conseqiieéncia directa del pH sino pel fet de que en disminuir el pH del medi s’afavoris

la unié dels anions. Renthal et al. (1990) proposen que la uni6 del CI" es donaria a prop
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de la arginina 82 el qual trencaria el seu pont d’hidrogen amb 1’Asp 212, provocant la
seva lateralitzacio.

El pk, de la forma purpura acida té un valor de 0,5 (Mowery et al., 1979; Kimura
et al., 1984) i no es veu afectat per la desionitzaci6 de la bR de manera que Kimura et al.
(1984) proposen que la formacid de la bR, es deu a la protonacié d’un segon grup més
que no la uni6 d’un anio.

Estudis més recents de FTIR indiquen que en la forma bR, el Cl es trobaria unit
al contrai6 format per I’Asp 85, ’Arg 82 1 Asp 212, i que la uni6 d’aquest anié produeix
la protonacio de I’Asp 212. Aixi doncs la protonacié d’aquest grup a la bR, es produeix
paral-lelament a la uni6 de I’ani6 (Kelemen et al., 1999) fet que es dona sempre 1 quan
I’Asp 85 ja es trobi protonat. Per altra banda, estudis de fotocorrents indiquen que la bR,
o bé podria bombejar ioncs clor o que la preséncia de Cl” fes que aquesta forma pogués

bombejar protons (Wang., 2000).

[.9.2 Forma vermella

Quan s’incrementa el pH del medi d’una suspensi6 de bR per sobre de 11,8 i es
baixa rapidament el pH, s’obté una espécie amb un maxim d’absorci6 a 440 nm
(Muccio et al., 1979) que es formaria com a conseqii¢ncia de I’exposicio de la Base de
Shiff a un entorn aqués. Quan es sobrepassa el pH 11,3 apareix una nova especie amb
un maxim d’absorbancia a 480 nm (forma vermella) que d’acord amb estudis de
ressonancia de Raman (Druckmann et al., 1982) tindria una BS desprotonada. Aquesta
desprotonacio €s reversible sempre 1 quan no es pugi el pH per sobre de 12, ja que és en
aquest moment quan es comenga a desnaturalitzar irreversiblement la bR. El pK, de la
formacid de I’espécie vermella es troba per sobre de 12,1 en 16 mM KCI (Balashov et

al., 1991)

1.10. Estructura de la bacteriorodopsina a la part extracel -lular
1.10.1. Xarxa d aigles

La xarxa de ponts d’hidrogen existent entre la BS i el CAP és de vital
importancia per al correcte funcionament de la bR (veure la secci6 1.7.1). En el
manteniment d’aquesta xarxa hi estan involucrats molts grups i molécules d’aigua. Sén

moltes les mutacions que s’han realitzat en aquesta zona (Arg 82, Glu 9, 74, 194 1 204,
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Tyr 57, etc) que produeixen canvis importants tant en el pK, de I’Asp 85 com en la
funcionalitat de la bacteriorodopsina.

Observant, pero, els grups implicats en el manteniment de la xarxa d’aigiies, es
pot apreciar que hi ha un grup, la tirosina 79 (figura 1.16), que mitjancant ponts
d’hidrogen comunica I’Arg 82 amb el glutamic 194 a més de comunicar els residus 91 7
de I’helix A. Sembla que aquesta tirosina pot jugar un paper important en el
manteniment de la xarxa de ponts d’hidrogen tal i com mostra la seva posicié central en
la xarxa. La inhabilitacié d’aquest grup podria produir efectes similars als observats

quan s’anul‘la la carrega positiva de I’arginina 82 (veure la secci6 1.7.2).

¥ ﬁ’l':'.' - Tyr 79

iy 194

Figural.16. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen al voltant de la tirosina
79. La posicio de I’arginina 82 ha sigut desplagada per tal de que es pogués veure
clarament els seus ponts d’hidrogen amb 1’aigua 403. En vermell estan representats
els atoms d’oxigen, en blau els de nitrogen i en groc el de sofre. Estructura resolta
per Luecke et al. (1999a).

L’Arg 7 junt amb el Glu 9 es troben formant un pont d’hidrogen amb la Tyr 79,
i ’arginina a més es troba formant un altre pont d’hidrogen amb la Met 60 de I’h¢lix B.
Observant la disposicio de les hélices de la bR representades a la figura 1.7. es veu que

I’helix B es troba lleugerament inclinada cap a I’h¢lix A a ’extrem extracel-lular.
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Aquest apropament podria estar induit per ponts d’hidrogen entre les dues helices entre
les quals pot contribuir el pont d’hidrogen format entre I’Arg 7 i la Met 60.

Hi d’altres grups, pero, que encara no han sigut suficientment estudiats. Un
d’ells és la serina 193 que com es pot observar a la figura .17 esta formant un parell de
ponts d’hidrogen amb el glutamic 204 i amb 1’aigua 420. El fet de que aquesta serina
interaccioni amb els dos components de CAP, el glutamic 194 i el 204, podria indicar la
importancia d’aquest residu en el manteniment de la correcta geometria entre els dos

grups 1 per tant preservar la seva funcionalitat.

&Hu 204

Ser 193

Figural.17. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen presents al voltant de la
serina 193. En vermell esta representat els atoms d’oxigen i en blau els de nitrogen.
Estructura resolta per Luecke et al. (1999a).

1.10.2. Prolines extracel -lulars

A T’extrem extracel-lular de la bacteriorodopsina es pot observar la preséncia de
tres prolines; 8 ,77 1 200; que, com s’observa a la figura 1.18. A 1 B, formen com una
especie de butxaca que conté quatre molecules d’aigua (aigilies 415, 416, 417 1 418).
Estudiant més en detall aquesta estructura, s’observa que hi ha una série d’interaccions

per ponts d’hidrogen entre aquestes aigiies i grups propers (figura 1.20).
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En un principi es creia que el grup radical de les prolines no podia formar ponts
d’hidrogen, pero recentment (Chakrabarti et al., 1998) s’ha observat la possibilitat de
que I’hidrogen del Co pugui formar aquests enllacos (figura 1.19). En el cas d’aquestes
prolines sembla ser que no formarien cap pont d’hidrogen amb les aigiies ja que la
distancia és massa gran. La prolina 200, pero, podria formar un pont d’hidrogen amb el
glutamic 204, encara que no amb el seu C d sind que amb 1’oxigen del seu enllag

‘ peptidic.

Figura1.18. (A) Posici6 de les prolines extracel-lulars 8, 77 1 200 en blau, i de
quatre molécules d’aigua en vermell. En gris es troba representat 1’esquelet de la
bacteriorodopsina. (B) Visio des del costat extracel-lular, on es pot apreciar més
clarament les posicions de les aiglies respecte a les prolines. Estructura resolta
per Luecke et al. (1999a).

Aixi doncs, encara que les prolines potser no estarien interaccionant directament
amb les molecules d’aigua, si que podrien tenir la funci6 de mantenir la correcta
conformacié dels grups que interaccionen amb les aiglies com sén el glutamic 9 o la
leucina 201, ja que les prolines son grups que contenen com a grup radical un anell
pirrolidina. Aquest anell t¢ la capacitat de restringir la geometria de 1’esquelet de la
cadena polipeptidica podent produir en ocasions canvis importants en la direccio de la
cadena. L’enllag peptidic té la caracteristica de poder-se trobar en conformaci6 trans o
cis; degut a la repulsio de carregues, la conformacio Cis és menys favorable que la forma
trans en general a les proteines. En el cas de les prolines pero, la configuracio cis té la
mateixa probabilitat d’aparéixer que la forma trans degut a que el nitrogen amidic
forma part d’un anell pirrolidina de la prolina. Per aquests motius doncs, les prolines
son capaces de generar torsions en la cadena polipeptidica.

Sovint les prolines estan involucrades en la formacioé de torsions més importants

99:99
1

(Visiers et al., 2000) si en referéncia a la posicié de la prolina,”i”, hi ha una serina o una

treonina en posicio i-1 o i-2 (Govaerts et al., 2001). Aquestes condicions es reuneixen
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tres cops en la bacteriorodopsina: les prolines 50, 91 1 186 en les hélices B, C 1 F del
costat citoplasmatic que produeixen unes torsions necessaries per la reprotonacié de la

BS a partir de I’Asp 96 (Zhang et al., 1993b).

(|)|
C—OH
Ca
Gy
HN
Cy
Co

Figural.19. Estructura de la prolina.

En el cas de les prolines 8, 77 1 200 no es dona la condicid de ser prolines interiors
de I’helix, de manera que la seva possible funcidé podria ser, com s’ha mencionat
anteriorment, el manteniment d’una conformacié adequada al voltant de les molecules

d’aigua.

Leu 201

Pro 200 26T 41

) I
c A 2,60 A 3“3{4}E.-_£
g0

284N
418

Pro 77

Figural.20. Detall de les possibles interaccions de les molecules
d’aigua i de les prolines en la part extracel.lular. La posicio de la
leucina 201 ha estat desplacada per tal de poder observar
clarament la seva interaccid6 amb 1’aigua 418. Estructura resolta
per Luecke et al. (1999a).

1.10.3. Relacio entre el costat extracel-lular i citoplasmatic
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La disposici6 centrada del retinal en la proteina divideix la bR en dues zones, la
part citoplasmatica i la extracel-lular. Tot i que a cada intermediari del fotocicle
s’atribueixen fenomens concrets que succeeixen separadament en cadascuna d’aquestes
parts, al llarg de tots aquests anys d’estudi de la bacteriorodopsina s’han anat detectant
algunes evideéncies d’interaccions entre els dos costats de la proteina (Tanio et al.,
1999b; Alexiev et al., 2000).

Estudis recents del nostre laboratori han suggerit la possibilitat d’una relacié a
llarga distancia entre el Glu 194, allotjat al costat extracel-lular, i I’Asp 96 allotjat al
citoplasmatic. Per exemple, dades d’espectroscopia d’infraroig amb transformada de
Fourier (FTIR) sobre el mutant E194Q mostren que a pH basics I’intermediari M és
quasi absent obtenint-se sobretot L i N (Lazarova et al., 2000). Aquest fet doncs indica
que en mutar el Glu 194 per una Gln es produeix una desprotonacié prematura de I’ Asp
96. Aquests resultats doncs semblen indicar que es produeix una relaci6 a llarga
distancia entre aquests dos grups.

Per altre costat I’intermediari N del mutant E194Q, a més de presentar 1’Asp 96
desprotonat, caracteristica tipica d’N, també presenta una desprotonacié de 1’Asp 85
(Lazarova et al., 2000). Com que ambdos grups es troben desprotonats i la Base de
Schiff protonada, a simple vista es podria deduir que ¢és 1’aspartic 96 el que es deprotona
precogment cedint el seu protd a la BS. Aquesta deduccio no és tan clara pero, ja que

podria ser el propi protd de I’ Asp 85 el que reprotonés la BS.
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1. OBJECTIUS

Una de les questions sense resoldre sobre |a bacteriorodopsina és el mecanisme
d expulsié del protod a costat extracel-lular. A més de I’Arg 82, i €ls Glu 194 i 204
presents a la zona extracel-lular, hi ha altres grups que participen no tan sols en
I’ establiment de la xarxa de ponts d hidrogen gue connecta aquesta regié amb la BS
sinG que a més en |’ establiment de xarxes secundaries, per exemple, la serina 193, €l
triptofan 79, I'arginina 7 i €l glutamic 9. A la part extracel-lular de la bR, a més
d’ aguests grups participants en la xarxa de ponts d hidrogen, es pot observar una
interessant disposicio de les prolines 8, 77 i 200, que suggereix que poden jugar un
paper important en la disposicio de les aigles. Aquestes prolines es troben formant una
espécie de butxaca on hi haincloses una serie de molecules d’ aigua.

Unaaltra quiestié no resolta és larelacio entre els aconteixements que succeeixen
alaregi6 extracellular i citoplasmética. Aquest és un tema de gran interes per tal de
poder entendre molts processos que tenen lloc durant e fotocicle a la bR. Una

d’ aquestes possibles relacions podria ser la establertaentre I’ Asp 96 i el Glu 194.

A partir d' aquestes consideracions, €ls objectius especifics van ser:

1.- Analisi del paper dels grups formadors de ponts d'hidrogen en la regid
extracel lular, mitjancant la construccié dels mutants S193A, Y 79F, R7E/E9R.
Estudi del fotocicle i del mecanisme d' alliberament del protd, i comparacié de
I estabilitat d’ aquests mutants amb |la proteina silvestre.

2.- Andlisi del paper de les prolines 8, 77 1 200 en relacio amb la disposicio de
les aiglies a la part extracel-lular de la bR, mitjancant la construccié de mutants
d’aquestes prolines. Estudi del fotocicle i del mecanisme d'aliberament del
proto, i comparacio de I’ estabilitat d’ aquests mutants amb la proteina silvestre.
3.- Estudi delarelacid allargadistanciaentre’Asp 96 i & Glu 194 mitjancant la
construccio i estudi biofisic dels mutants D96N, D96N/E194Q i E194Q.
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I1l. MATERIALSi METODES

[11.1. Material biologic emprat
[11.1.1. Soques bacterianes

Per a I’obtencié de les bR mutants s’han emprat dues espécies bacterianes
diferents: Escherichia coli i Halobacterium salinarum. La primera espécie és utilitzada
com a eina per dur a terme tots els processos de tecnologia del DNA recombinant
necessaris per a I’obtencio de bR mutants, ja que en aquesta especie la metodologia esta
més ben descrita i perque és un bacteri de rapid creixement, amb un temps de duplicacio
de 20 minuts en comparacié amb les 8-10 hores de H.salinarum (Oesterhelt et al.,
1974a). La segona espécie és utilitzada per a I’expressié de la bR en el seu entorn
natural.
Les soques que s’han utilitzat son:

D’E.coli:

TG1: El seu genotip és: SUPE hsdA5 thiA (lac-proAB) F'[tra D36 proAB" lacl®

LacZAM] no modifica el DNA i permet la seleccid mitjangant el sistema [3-

galactosidasa.

D’H.salinarum:

L 33: Aquesta soca té insertat al gen de la bacteriorodopsina, gen bop, I’element
mobil ISH2 (DasSarma et al., 1984; Pfeifer et al., 1984) que impedeix la seva
expressio. Per tant és una soca bR’, no produeix membrana plrpura, fet necessari
per a poder expressar les bR mutants mitjancant plasmid.

S-9: A partir d’aquesta soca s’extrau la bR nativa utilitzada com a control en tots
els estudis fets a bR mutants. Es una soca modificada on s’ha eliminat la
capacitat de ['halobacteri de produir vacuoles gasiferes i altres pigments
diferents de la bR que dificulten la feina d’extraccio de la proteina. A més
aquesta soca posseeix un elevat rendiment de produccié de membrana plrpura

afavorint I’obtenci6 de gran quantitats de bR en cada extraccio.

[11.1.2. Gen bop
El gen de la bacterioopsina, gen bop, va ser proporcionat pel Dr. Needleman
(Wayne State University School of Medicine) clonat al plasmid pSELECT M-1q

(promega). El gen es troba comprés en un fragment de 1,2 Kbases entre les dianes
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BamHI i HindIIl. El fragment va ser extret d’aquest plasmid i clonat en els plasmids
especificats a 1’apartat I11.1.3.

La seqiiéncia nucleotidica d’aquest gen esta descrita al Genebank i correspon a
Dunn et al. (1981) A Ia figura III.1 es troba representada la seqiiéncia tant nucleotidica

del gen bop com 1’aminoacidica de la proteina.

BamH1
|
1 57 - GGATCCGACGTGAAGATGGGGCTCCCGATGGGTGCAACCGTGAAGTCCXXXACGGCTGCGTCACGACAGGXGCCGACCAG
37- CCTAGGCTGCACTTCTACCCCGAGGGCTACCCACGTTGGCACTTCAGGXXXTGCCGACGCAGTGCTGTCCXCGGCTGGTC

81 CGACACCCAGAAGGTGCGAACGGTTGAGTGCCGCAACGATCACXGTTTTTCGTGCGCTTCGAGTGGTTTCACGCGTGCAC
GCTGTGGGTCTTCCACGCTTGCCAACTCACGGCGTTGCTAGTGXCAAAAAGCACGCGAAGCTCACCAAAGTGCGCACGTG

161 GCATCGACTTCACCGCGGGTGTTTCGACGCCAGCCGGCCGTTGAACCAGCAGGCAGCGGGCATTTCACAGCCGCTGTGGC
CGTAGCTGAAGTGGCGCCCACAAAGCTGCGGTCGGCCGGCAACTTGGTCGTCCGTCGCCCGTAAAGTGTCGGCGACACCG

241 CCACACACTCGGTGGGGTGCGCTATTTTGGTATGGTTCGGAATCCGCGTGTCGGCTCCGTGTCTGACGGTTCATCGGTCT
GGTGTGTGAGCCACCCCACGCGATAAAACCATACCAAGCCTTAGGCGCACAGCCGAGGCACAGACTGCCAAGTAGCCAGA

321 AAATTCCGTCACGAGCGTACCATACTGATTGGGTCGTAGAGTTACACACATATCCTCGTTAGGTACTGTTGCATGTTGGA

TTTAAGGCAGTGCTCGCATGGTATGACTAACCCAGCATCTCAATGTGTGTATAGGAGCAATCCATGACAACGTACAACCT
P8G y P8W

M L E
l R7E/E9R i

401 GTTATTGCCAACAGCAGTGGAGGGGGTATCGCAGGCCCAGATCACCGGACGTCCGGAGTGGATCTGGCTAGCGCTCGGTA
CAATAACGGTTGTCGTCACCTCCCCCATAGCGTCCGGGTCTAGTGGCCTGCAGGCCTCACCTAGACCGATCGCGAGCCAT
L L PTAVESGVSQAQII TGRWPEWIWILALGT

481 CGGCGCTAATGGGACTCGGGACGCTCTATTTCCTCGTGAAAGGGATGGGCGTCTCGGACCCAGATGCAAAGAAATTCTAC
GCCGCGATTACCCTGAGCCCTGCGAGATAAAGGAGCACTTTCCCTACCCGCAGAGCCTGGGTCTACGTTTCTTTAAGATG

AL MGULGTULYFLV KSGMGV S DUPDAIKK FY

Acc65

1
561 GCCATCACGACGCTCGTCCCAGCCATCGCGTTCACGATGTACCTCTCGATGCTGCTGGGGTACGGCCTCACAATGGTACC
CGGTAGTGCTGCGAGCAGGGTCGGTAGCGCAAGTGCTACATGGAGAGCTACGACGACCCCATGCCGGAGTGTTACCATGG
Aol T T LVPAI AFTWMY L SMULWLGYGLTMVP

Y79F y P77G
641 GTTCGGTGGGGAGCAAAACCCTATCTACTGGGCGCGGTACGCTGACTGGCTGTTCACCACGCCGCTGTTGTTGTTAGACC
CAAGCCACCCCTCGTTTTGGGGTAGATGACCCGCGCCATGCGACTGACCGACAAGTGGTGCGGCGACAACAACAATCTGG
D96N
F G GEQNPIT YWARYADWLUZ FTTW®PLTULTULTILDIL

721 TCGCGTTGCTCGTTGACGCGGATCAGGGAACGATCCTTGCGCTCGTCGGTGCCGACGGCATCATGATCGGGACCGGCCTG
AGCGCAACGAGCAACTGCGCCTAGTCCCTTGCTAGGAACGCGAGCAGCCACGGCTGCCGTAGTACTAGCCCTGGCCGGAC
ALLVDADO GQGTILALVGADSGIMIGTGL
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800

881

961

1041

1121

Accl
|
GTCGGCGCACTGACGAAGGTCTACTCGTACCGCTTCGTGTGGTGGGCGATCAGCACCGCAGCGATGCTGTACATCCTGTA
CAGCCGCGTGACTGCTTCCAGATGAGCATGGCGAAGCACACCACCCGCTAGTCGTGGCGTCGCTACGACATGTAGGACAT
vV G ALTIKVYSYRFVWWAISTAAMMTLY 1l LY

CGTGCTGTTCTTCGGGTTCACCTCGAAGGCCGAAAGCATGCGCCCCGAGGTCGCATCCACGTTCAAAGTACTGCGTAACG
GCACGACAAGAAGCCCAAGTGGAGCTTCCGGCTTTCGTACGCGGGGCTCCAGCGTAGGTGCAAGTTTCATGACGCATTGC
v L F F 6GFTSIKAESMRPEVASTZFI KV L RNV

E1940

$ S193A v $ P200G
TTACCGTTGTGTTGTGGTCCGCGTATCCCGTCGTGTGGCTGATCGGCAGCGAAGGTGCGGGAATCGTGCCGCTGAACATC
AATGGCAACACAACACCAGGCGCATAGGGCAGCACACCGACTAGCCGTCGCTTCCACGCCCTTAGCACGGCGACTTGTAG
T VvVVvVLWSAY®PVVWLIGSEGAGTIHI VPL NI
v
GAGACGCTGCTGTTCATGGTGCTTGACGTGAGCGCGAAGGTCGGCTTCGGGCTCATCCTCCTGCGCAGTCGTGCGATCTT
CTCTGCGACGACAAGTACCACGAACTGCACTCGCGCTTCCAGCCGAAGCCCGAGTAGGAGGACGCGTCAGCACGCTAGAA
ETLLFMVLDVSAKVSGFOGLTI1TLLRSURAIF
Hindl 11
I
CGGCGAAGCCGAAGCGCCGGAGCCGTCCGCCGGCGACGGCGCGGCCGCGACCAGCGACTGATCTAGAAGCTT — 37
GCCGCTTCGGCTTCGCGGCCTCGGCAGGCGGCCGCTGCCGCGCCGGCGCTGGTCGCTGACTAGATCTTCGAA — 57
G EAEAPEPSAGDGAAAT S D STOP

Figura I11.1. Seqiiencia del fragment de 1,2 Kb que conté el gen de la bacteriorodopsina. La
seqiiencia nucleotidica en negre correspon a la seqiiéncia coneguda i en gris a la zona clonada
seqiienciada al nostre laboratori. Les lletres en blau corresponen a la seqiiéncia aminoacidica de
la bR, les verdes son els aminoacids escindits durant el processament del precursor de la bR
(Dunn et al., 1981, veure secci6 1.3.2). En vermell es troben indicats els aminoacids que s'han
mutat en aquest treball. Els requadres grocs es corresponen a la zona d’oligonucleotids
mutagenics utilitzats per construir les bR mutants (veure secci6 I11.2.1.).

[11.1.3. Vectors

PUCBM20: Es un plasmid derivat del pUC18 que té afegit un lloc de miltiple
inserci6 (figura II1.2.A). Aquest plasmid confereix al portador resisténcia a
I’antibiotic ampicilina i conté un fragment del gen lacZ d’E.coli, permetent aixi
una seleccid de les colonies transformants per al gen mitjancant el sistema [3-
galactosidasa. La resisténcia a ampicilina ve donada per 1’expressi6 del gen de la
B-lactamasa, clonat al plasmid, encarregada de degradar 1’antibiotic.

pXL: Plasmid llangadora cedit pel Dr. Needleman (Wayne State University
School of Medicine). Es un plasmid d’expressié en H.salinarum que es capag de
replicar-se també en E.coli. Confereix resisténcia als antibiotics novobiocina i

tetraciclina (figura II1.2.B). Aquest plasmid posseeix el lloc de maultiple
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restriccid pSELECT™-1, facilitat aixi el clonatge del gen bop. En aquest cas la
selecci6 de colonies transformants també esta facilitada pel sistema [-
galactosidasa. La resisténcia a tetraciclina ve donada per [’adquisicio
d’impermeabilitat de la membrana cel-lular a DP’antibiotic impedint la seva
entrada dintre de la cel-lula. La resisténcia a novobiocina ve donada per

I’expressio d’una subunitat B de la DNA girasa resistent, on no es pot unir

I’antibiotic (veure seccio I11.1.4.c).

A. B
Fea Rl -
R H
1}
Hpn | Pl
| 1}
_ NovR Fm
e A
. piL-Mov@ pS1
on 13500 b P

pUCBM 20 pml
2722

pHH9

Eco HI

Ho-

Figuralll.2. Esquema dels plasmids pUCBM20, A; y pXL, B.

11.1.4. Medisde cultiu i antibiotics utilitzats

a) Medi de cultiu de E.coli

Medi liquid 2YT:  Bactotriptona 16 g
Extracte de llevat 10 g
NaCl S5¢g
H,O destil-lada g.s.p 1l
Medi agar LB: Bactotriptona 5¢g
Extracte de llevat 25¢g
NaCl 5¢
Bactoagar 75¢
H,O destil-lada g.s.p 500 ml

Les plaques son suplementades amb 50 pg/ml de ampicilina o 15ug/ml
de tetraciclina depenent del plasmid que es vulgui seleccionar. A més es

suplementen amb 24 pg/ml d’IPTG i 40 pg/ml de X-Gal per tal de poder
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seleccionar les colonies que portin el plasmid amb I’insert, segons el sistema de
[-galactosidasa (Sambrook et al., 1989).
b) Medi de cultiu deH.salinarum

Medi C:  NaCl 250 g
MgSO4. 7 H,O 20g
Citrat sodic 3g
KCL 2¢g
CaCL, 02¢g
Tris 2M (pH 7,2) 25 ml
Triptona 5¢g
Extracte de llevat 3g
H,O q.s.p 11

Per fer les plaques s’afegeix 15 g de bactoagarosa i es suplementa amb
150 g de sacarosa i I’antibiotic novobiocina (0,3 pg/ml). El pH s’ajusta a 7,2.
c) Antibiotics.
* Ampicilina: aquest antibiotic s’utilitza per seleccionar aquelles cel-lules
de la soca de E.coli TGl que continguin el plasmid pUCBM20. La
concentracié de treball és de 50 pg/ml. Es un antibiotic bactericida que
actua inhibint la sintesi de peptidoglica de la paret bacteriana.
*Tetraciclina: antibiotic utilitzat per a la seleccid de cel-lules de TG1
transformants per al plasmid pXL. La concentracio de treball és de 15
ug/ml. Es un antibiotic bacteriostatic, que actua unint-se a la subunitat
30S del ribosoma impedint la uni6 de I’ARNt i la traduccio de ’ARNm,
inhibint aixi la sintesi de proteines.
*Novobiocina: emprat per a la seleccio de bacteris de H.salinarum que
continguin el plasmid pXL. La concentracio de treball en medi liquid és
de 1 pg/ml i en placa de 0,3 pg/ml. Es un antibiotic bacteriostatic que
actua unint-se i inhibint la subunitat B de la DNA girasa impedint aixi la

replicacio del DNA.
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[11.1.5. Cultiu i conservacio bacteriana

a) Cultiu bacteria: El cultiu tant d’E.coli com d’H.salinarum es realitzen sota

condicions d’esterilitat per tal d’evitar possibles contaminacions.
E.coli: Les cél-lules son inoculades en medi 2YT o LB i s’incuben a 37° C i
agitaciéo de 300 r.p.m. (Braun Centromat) durant unes 12 hores. Quan es fa el
sembrat sobre placa aquestes en mantenen a 1’estufa també a 37° C 1 en abséncia
d’agitaci6. L’antibiotic utilitzat sera tetracicilina o ampicilina si les cel-lules sén
portadores d’algun dels plasmids (veure seccid I11.1.3.)
H.salinarum:
* Escalat de creixement: Les c¢l-lules procedents d’una colonia o glicerinat sén
inoculades en 2 ml de medi hipersali C 1 s’incuben a 39° C i 300 r.p.m. en
presencia de novobiocina quan es tracti d’un mutant i per tant porti el plasmid
pXL (veure seccid II1.1.3). Un cop que han crescut les cél-lules (5-6 dies)
s’inoculen els 2 ml en 250 ml de medi C. Quan aquest arriba a una ODss, de 0,8,
son inoculades en 10 1 de medi C per produir massivament membrana pUrpura.
*Produccié de membrana purpura: El cultiu es realitza en un erlenmeyer de 20 1
amb 10 1 de medi C en abséncia aquest cop de novobiocina ja que 1’antibiotic
inhibeix la produccié de bacteriorodopsina. La temperatura es manté sobre els
39° C mitjangant un focus Philips Spotone de 120 W, amb agitaci6 magnética 1
aireaci6 amb una bomba (Model 7530-50, Cole-Parmer Instrument Company)
d’uns 228 l/min. El cultiu es realitza en preséncia d’il-luminacié per induir la
sintesi de MP. Quan el cultiu arriba a la fase estacionaria (ODgoo 1,5) es retira el
subministrament d’aire 1 es manté la il-luminaci6 durant cinc dies, temps
establert com a Optim per induir la maxima produccié de membrana purpura.
Passats aquest dies es procedeix a I’extraccié de la MP (veure seccio 111.3.1).

b) Conservaci6 dels cultius
*En placa o liquid: E.coli es conserva sota aquestes condicions a 4° C durant un
maxim de deu dies, mentre que H.salinarum es pot conservar fins a un mes.
*Glicerinat: Ambdues espécies bacterianes poden ser guardades a —80° C en un

15 % de glicerol durant anys.
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I11.2 Técniques de DNA recombinant
[11.2.1 Mutagenesi dirigida per PCR

Mitjancant la técnica de la reaccidé en cadena de la polimerasa (PCR) s’han
introduit mutacions puntuals en el gen bop. Aquest métode esta basat en el de Landt et
al. (1990), i1 s’ha seguit el procediment descrit per Juncosa et al (1994).

Partint del dsDNA motlle, es necessiten dos encebadors, oligonucleotids, que es
trobin en sentit invers i confluent de la regié a mutar. Depenent del lloc de mutacié dins
del gen bop s’utilitzen uns motlles i encebadors diferents; depenent de llur posicio
relativa s’ha de fer una o dues rondes de PCR:

Motlles:

pUCBM20-bop: Plasmid en qual hi ha subclonat el gen bop sencer comprés

entre las dianes BamHI i HindlIII.

pUCBM20-bop]?™ . A aquest plasmid es té subclonat el fragment del gen

bop comprés entre las dianes de restriccié BamHI i Acc65.

pUCBM20-bop]/ Hindll, A aquest plasmid es té subclonat el fragment del gen

bop comprés entre las dianes de restriccié Acc65 i HindlIII.

Encebadors:

Oligonucleotid mutagenic: per al disseny de I’oligonucleotid mutagenic s ha

tingut en conte 1'is de coddé de H.salinarum i que la mutacid estigués

flanquejada per 13-15 nucleotids en cada un dels seus extrems per assegurar la
correcta hibridacié del oligonucleotid al DNA motlle (veure oligonucleotids de
la figura II1.1).

Oligonucleotids universals:

Fup: “Forward universal primer”. Hibrida en una regi6 del plasmid
immediatament posterior a I’extrem 3’ del fragment d’1,2 Kbases clonat i
en la cadena superior.

Rev: “Reverse universal primer”. Hibrida en una regié del plasmid
immediatament anterior a I’extrem 5° del fragment d’1,2 Kbases clonat i

en la cadena inferior.

Rondesde PCR: Depenent del lloc del gen en el que es vol introduir la mutacio

s’ha de realitzar una sola ronda de PCR o bé dues.
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Una sola ronda: Quan la mutacié s’ha d’introduir en un extrem del gen o
dels fragments clonats en el plasmid pUCBM?20, de manera que amb una sola
PCR s’amplifica tot el gen o fragment. Com a exemple, a la figura III.1, els
oligonucleotids dels mutants P77G 1 Y79F tenen el seu extrem 5’ solapat amb la
diana de restriccio ACC65, de manera que solament seria necessaria una sola
ronda de PCR amplificant la zona des de ACC65 fins a Hindlll i després
empalmant-lo amb el fragment des de BamHI i ACC65 mitjancant digestio,
(veure seccio 111.2.2.1) i lligacio dels fragments (veure secci6 111.2.2.2).

Dues rondes: quan el lloc d’introduccio de la mutacié es troba a la meitat
del fragment del gen bop (figura I11.3) s’ha de realitzar una primera PCR on
s’utilitza el encebador mutagenic i I’encebador universal de I’extrem oposat,
encebador 1, amplificant-se aixi només una part del gen. En la segona PCR
s’utilitza com encebador el resultat de la 1* PCR i 1’encebador universal de
I’altre extrem, encebador 2, el resultat d’aquesta PCR és I’amplificacio del

fragment sencer que estava clonat en el DNA motlle amb la mutaci6 introduida.

Encebador
5 mutagénic Encebador 2
30 —p | 5

Encebador 1

Figura 111.3. Esquema dels oligonucleotids que s’han d’utilitzar quan la mutacié a
introduir es troba en la meitat del gen i s’han de realitzar dues rondes de replicacio.

Com a exemple, a la figura III.1, els mutants D96N i P200G s’haurien de
realitzar mitjancant dues rondes de PCR ja que no es solapen amb cap extrem
del gen clonat.

La DNA polimerasa utilitzada ha sigut la pfx platinum (New England
Biolabs) la qual t¢ com a principal caracteristica que la seva activitat
polimeritzadora no s’activa fins que s’arriba als 95° C, d’aquesta manera no és

necessari comengar la PCR amb un “hot start”. El termociclador utilitzat ha estat
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el PCR-Minicycler, 1 els diferents additius afegits a cadascuna de las PCRs estan

indicats a la taula I11.1.

Taula.lll.1. Components afegits a cada PCR.

Primera PCR |Segona PCR

Tampo 10 X pfx Sul Sul
DNA motlle (10 ng/ul) 2 ul 2ul
Encebador mutagenic (5 pmol/pl) 4 ul ~=

1" encebador flanquejant (5pmol/ul) |4 ul --

2°" encebador flanquejant (5 pmol/ul) |- 4 ul
Producte 1°* PCR - 15 ul
Nucleotids (10 mM) 1 ul 1 ul
Polimerasa pfx 0,5 ul 0,5 pl
H,0 esteril qspS0ul  |q.s.p5S0pul

Sobre la mescla s’afegeix 40 ul d’oli mineral per tal d’evitar I’evaporacio del
contingut.

La programacié del termociclador ha estat la segiient, encara que aquestes
condicions han patit petits canvis degut a les diverses Ty, d’hibridacio dels diferents
oligonucleotids mutagenics.

1"*PCR:30 x (94° C, 1',15" +55°C, 1' + 72°C, 1)+ 72° C, 10' + 4° C

20"PCR:30 x (94° C,1'15" +45°C, 1'30" + 72° C, 1'15") + 72° C10' + 4° C

[11.2.2 Manipulacions enzimatiques
[11.2.2.1 Digestions amb enzims de restriccio

El volum total de digesti6é és d’uns 20 ul en els quals la quantitat de DNA a
digerir és de 0,5 - 10 pg. S’afegeix el tamp6 adequat depenent de I’enzim de restriccid a
utilitzar, i ’enzim a raé d’una unitat per pg de DNA. Es digereix durant una hora a 37°
C.

Quan s’ha de fer una digestio amb varis enzims de restriccid, poden utilitzar-se

simultaniament si comparteixen el mateix tampd de digestio, en el cas contrari, s’ha de
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digerir amb cada enzim separadament purificant el DNA entre cada una de las

digestions.

[11.2.2.2 Lligaci6 del DNA

La lligaci6 de diferents fragments de DNA es duu a terme utilitzant la lligasa del
bacteriofag T4. S afegeixen les proporcions adequades dels diferents fragments de DNA
1 s’addiciona el tampod de lligacié 1 1 ul de lligasa, en una proporcié d’una unitat de
lligasa per pg de DNA. La mescla s’incuba durant tota la nit a 16° C. EIl DNA obtingut
ja esta preparat per a transformar-lo a la soca corresponent (veure seccio II1.2.6 1

111.2.9).

[11.2.3 Electroforési de DNA en gels d’ agarosa

L’electroforési de DNA en gels d’agarosa és una técnica rutinaria per separar y
extreure fragments de DNA, aixi com per estimar la seva concentracid i1 puresa.
Depenent del tamany molecular dels fragments de DNA a separar, la concentracio de
agarosa sera diferent, entre 0,8-2 %.
1:Es pesa la quantitat d’agarosa adequada per al tamany del DNA 1 es dissol sota calor

en tampo TAE 1X

TAE 50X Tris-base 242 g
EDTA 0,5M (pHS8) 100 ml
Acid acétic glacial 57,1 ml
H,O destil-lada gspll

2: Es verteix sobre el suport d’electroforesi préviament segellat amb cinta adhesiva i es
col-loca una pinta per crear els pous.

3: Un cop gelificat es retira la pinta i la cinta adhesiva, i es col-loca el suport en la
cubeta d’electroforesi omplint-lo amb tamp6 TAE 1X.

4: En cadascun dels pouets es carreguen les diferents mostres de DNA a les que

previament s ha addicionat 2 pl de tampd de carrega.

Tampo de carrega Bromofenol 2,5 ug
Xilene-cianol 2,5 ug
Ficoll 0,15 mg

Hzo 1 ml
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Les mostres son carregades junt amb un marcador de pes molecular per tal de poder
determinar el tamany de les bandes del DNA problema. Els marcadors utilitzats en
aquest treball han estat A+BstIl i marcador VI de Boehringer Mannheim.

5: Les mostres de DNA es resolen a 50-100V, depenent de les caracteristiques del DNA
i del gel.

6: El gel es tenyeix amb EtBr (0,5 pg/ml) en tamp6é TAE 1X durant 20 minuts. Passat

aquest temps les bandes es visualitzen mitjancant radiacié UV.

[11.2.4 Purificacio de DNA

En ocasions és necessari recuperar el DNA que ha sigut resolt en electroforesi
d’agarosa ja sigui perque ¢€s el resultat d’una digestid que es vol subclonar en un
plasmid, o bé perque és el resultat d’una PCR i es vol purificar de la resta d’additius del
proces.

El metode de recuperacio del DNA depén de la mida d’aquest. En aquest treball
s’ha utilitzar el kit d’extraccid6 de DNA per columna EZNA, d’Omega Biotek. El

protocol utilitzat és I’especificat pel fabricant.

[11.2.5 Competéencia de cél-lulesd’E.coli
El metode utilitzat per a 1’obtencio de cel-lules competents €s una
adaptacio de Sambrook et al (1989) aplicat a la soca TG1 de E.coli. Aquest pas és
necessari per a que les cel-lules es puguin transformar amb DNA (veure seccio 111.2.6).
1: S’inocula en 30 ml de medi 2YT 100 ul de TG1 glicerinat, 1 s’incuba sota agitacio a
37 ° C fins que la ODss sigui 0,6 (107-10® cél-lules/ml).
2: Es manté en gel durant 10 minuts per frenar el creixement cel-lular.
3: Es centrifuga a 1.000 g. 4° C durant 10 minuts.
4: S’elimina el sobrenedant i es resuspén el sediment en 15 ml de CaCl, 50 mM.
5: Es manté en gel durant 20 minuts.
6: Es torna a centrifugar.
7: S’elimina el sobrenedant i el sediment es resuspén aquest cop amb 3 ml de CaCl,
50mM.
8: Es mant¢ en gel durant una hora.
9:S’afegeix glicerol fins una concentracié final de 15 % (v/v). S’alicuota en 100 pl i es

guarda a -80° C.
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[11.2.6 Transformacio de cel-lules competents de E. coli
El métode emprat és el descrit per Sambrook et al. (1989) i consisteix en la
introduccio de DNA dintre de la cel-lula mitjangant xoc térmic. Per a que es pugui dur a
terme la transformacio les cel-lules han de ser competents (veure secci6 I11.2.5).
1: Es descongela una aliquota de cél-lules competents d’E.coli, mantenint-la en gel.
2: S’afegeixen uns 50 ng de DNA 1 s’incuba en gel durant 30 minuts.
3: S’incuba durant 1,5 minuts en un bany a 42° C per produir un xoc térmic. Passat
aquest temps es deixa en gel durant cinc minuts més.
4: S’afegeixen 400 pul de medi 2YT i s’incuba a 37° C durant mitja hora
si s’ha d’expressar la resisténcia a ampicilina o una hora si és a tetraciclina.
5: Es sembren 100 pl en plaques amb 1’antibiotic adequat.

6: S’incuben les plaques a 37° C durant tota la nit.

[11.2.7 Extraccio del DNA plasmidic en E.coli
Me¢tode realitzat mitjangant lisi alcalina (Sambrook et al., 1989) sobre cel-lules
procedents d’una sola colonia, que han sigut crescudes en el seu medi de cultiu. La
quantitat de brou de cultiu sobre el que s’ha de realitzar I’extraccio plasmidica depén del
nombre de copies del plasmid en una soca determinada.
1: Es centrifuguen 1,5 ml del cultiu 2 min a 12.000g.
2: S’elimina completament el sobrenedant per aspiracid, i el sediment es resuspén en
100 pl de solucié I:
Solucio I: Glucosa 50 ml.
Tris.HC1 25 mM (pH 8)
EDTA 10 mM (pH 8)
3: S’afegeixen 200 ul de solucio II, 1 s’inverteix suaument diverses vegades.
Solucio6 II: NaOH 0,2 N
SDS 1 %
4: S’afegeixen 50 pl de solucid II1:
Soluci6 III:  Acetat potasic 60 ml
Acid acétic glacial 11,5 ml
H,O destil-lada 28,5 ml
5: Es manté en gel durant 5 minuts.

6: Es centrifuga durant 5 minuts a 12.000 g. El sobrenedant es transfereix a un tub nou.
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7: S’afegeix 200 pl de fenol: cloroform:alcohol isoamilic (24:23:1), i s’agita al vortex.
Es centrifuga 2 minuts a 12.000 g, i es recupera la fase superior. Es torna a realitzar altre
rentat per acabar de desproteinitzar.

8: Es repeteix el pas anterior perd aquesta vegada fent un sol rentat amb
cloroform:alcohol isoamilic (24:1) per eliminar la resta de fenol.

9: S’afegeix 1 ml d’etanol i s’espera 5 minuts a que el DNA precipiti.

10: Es centrifuga durant 5 minuts a 12.000 g. Es retira el sobrenedant per aspiracio.

11: S’afegeixen 500 pl d’etanol 70 % 1 es centrifuga durant 5 minuts a 12.000 g.
S’aspira el sobrenedant i es seca el sediment al buit.

12: Es resuspen el sediment en 50 ul de TE o H,O 1 s’afegeixen 2 pl de RNasa (1,25

mg/ml). Es conserva a -20° C.

111.2.8 Seguienciacio del DNA

Mitjangant la seqiienciacié per PCR del DNA es comproven tant la correcta
introduccié de les mutacions al gen bop com que no s’han produit altres mutacions
indesitjables durant el procés de mutacid del gen bop. Per a seqiienciar tot el gen es fan
dues seqiienciacions, una utilitzant el encebador FUP i en I’altre el REV. En la mescla

de seqiienciacid s’afegeix:

DNA a seqiienciar 1l
Encebador REV o FUP I ul
DMSO 1 ul
Premix 4 ul
H,0 MilliQ 13 ul

La solucié permix consisteix en una mescla de nucleotids i hidroxinucleotids
marcats cadascun d’ells amb un colorant diferent, i de la polimerasa a més d’un tampo
especial.

El programa que es duu a terme en el termociclador és: 94° C, 3'; 96° C, 30"; 55°
C, 4. Un cop finalitzada la PCR es procedeix a la recuperacio del DNA lliure de
nucleotids. Per aixo es prepara una columneta amb sepharex G50 per on es passa el
resultat de la PCR, 1 el liquid obtingut després d’una centrifugacid és el DNA lliure de

nucleotids.
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El resultat de la purificacio per la columneta es liofilitza, el producte del qual es
resuspén en tampo de carrega i s’introdueix en un gel de poliacrilamida i s’obté la
seqiiencia del DNA mitjancant un seqiienciador automatic que relaciona cada nucleotid

amb el seu colorant especific.

[11.2.9 Competéncia i transformacio de cél -lules de H.salinarum

El metode utilitzat es el descrit per Cline et al., 1987 1 1989, i adaptat per Ni et
al. (1990)
1: S’inocula la soca L33 de H.salinarum en medi C i s’incuba a 39° C fins que 1’DOss
és de 1,0-1,5; al voltant d’uns 5 dies.
2: Es centrifuguen 1,5 ml del brou de cultiu a 700 g durant 12 minuts.

3: El sediment es resuspén en 200 pl de tamp6 d’esferoplastes.

Tampo d’esferoplastes: NaCl 2M
KCl 27 mM
Tris (pH 8,75) 50 mM
Sacarosa 15 %
H,0 miliQ

4: S’afegeixen 20 ul d’EDTA 0,5 M (pH 8) en tamp6 d’esferoplastes 1 0,5-1 ug de DNA
en un volum de 15 pl i s’incuba durant 20 minuts a temperatura ambient.

5: S’afegeixen 230 pul de PEG (600) - tamp6 d’esferoplastes (6 vol/4 wvol),
s’homogeinitza suaument i s’incuba durant 20 minuts a temperatura ambient.

6: S’afegeix 1 ml de sals de regeneracio i es centrifuga a 700 g durant 15 minuts.

Sals de regeneracio: NaCl 4,3 M

Mg2S04.7H,0 80 mM
KCl 27 mM
CaCL2 1,4 mM
Citrat Sodic 10 mM
Tris (pH 7,2) 50 mM
Sacarosa 15%
H,0 MilliQ

7: Si el procés ha sigut correcte, després de la centrifugacié s’observa un petit sediment,
en el cas contrari hi haura hagut un problema de lisi cel-lular. Es retira el sobrenedant 1

s’afegeix 1 ml de medi C-sacarosa.
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8: S’incuba a 37° C durant tota la nit.
9: Es sembra en plaques de medi C-sacarosa que continguin novobiocina 0,3 g/ml.
S’incuba a 37° C.

Passat un temps d’incubaci6é d’uns 10 dies es comencen a observar colonies de
dues classes:

Blanquinoses: colonies formades a partir de cel-lules que no s’han transformat
amb el DNA, i1 que per lo tant no sintetitzen membrana purpura, i que han crescut en
llocs de la placa on la concentracio d’antibiotic no era suficient com per a inhibir el seu
creixement.

Purpures: aquestes son les colonies que han sigut transformades amb el DNA, ja
que en expressar la bR han adquirit aquesta coloracié. Cal esmentar que en un principi
aquestes mateixes colonies son blanques degut a que la novobiocina inhibeix la sintesi
de bR, a mesura que es va degradant I’antibiotic les colonies van prenent una coloracid

més purpura.

[11.2.10 Extraccio de DNA plasmidic en H. salinarum

Degut al baix nombre de copia del plasmid pXL en H. salinarum, el volum de
c¢l-lules del qual s’ha d’extreure el plasmid ha de ser major que en el cas d’E. coli
(veure seccio II1.2.7); per aquest motiu es realitza una mediprep a partir de 200 ml de
bou de cultiu.

El protocol a seguir és el mateix que en el cas de E.coli, pero el rentat de les
cel-lules es fa amb solucié A (25mM Tris i 10 mM de EDTA) en comptes de la solucid
I. A més, la precipitaci6 del DNA es realitza amb isopropanol ja que la proporcié que

s’ha d’afegir és menor.

111.3 Manipulacié de la membrana purpura
[11.3.1 Extraccié de la membrana parpura d’ H.salinarum

Un cop que el cultiu cel'lular ha arribat a la fase estacionaria, es retira el
subministrament d’aire durant cinc dies per tal d’afavorir la sintesi de membrana
purpura (veure seccid IIl.1.5.a). Una vegada passat aquest temps es procedeix a
I’extracci6 de la membrana. El meétode emprat es una adaptacid del descrit per
Oesterhelt 1 Stoeckenius (1974).
1: Es centrifuga el brou de cultiu a 12.000 g, 10° C, 15 min.
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2: Es resuspenen els sediments en un volum total de 120 ml de NaCl 4 M.

3: S’afegeix 5 mg de DNasa per reduir la viscositat de la mostra.

4: Es dialitza durant tota la nit contra 0,1 M NaCl per produir lisi cel-lular.

5: Es centrifuga el contingut de la dialisi amb 0,1 M de NaCl, a 4° C max 20° C, 30
min, 65.000 g. S’ha utilitzat el rotor T865 de la ultracentrifuga (Sorvall Ultra 80 &
Combiplus).

6: El sediment esta constituit per una part blanquinosa corresponent a restes cel-lulars,
una part purpura majoritaria consistent en la membrana pulrpura, i una capa més
superficial del sediment que junt amb el sobrenedant vermellés componen les restes
d’altres pigments com la bacterioruberina (veure seccid 1.2). Es recupera la part violeta 1
es fan tres rentats més per eliminar les restes cel-lulars 1 pigments. Entre rentat i rentat la
mostra és homogeneitzada per assegurar la completa eliminacio dels pigments.

7: Es fan tres o quatre rentats amb aigua destil-lada, fins que s’observa que el
sobrenedant és transparent.

8: Es resuspen el sediment en un volum total de 20-30 ml d’aigua destil-lada.

9: Es realitza un espectre d’absorcid entre 250 i 800 nm tant per comprovar I’abséncia
d’altres pigments diferents de la MP com per estimar la concentracié de bR obtinguda
(veure seccio I11.3.3.a).

10: L’extraccio es aliquotada i1 guardada a -20° C

[11.3.2 Electroforési de proteines en gels de poliacrilamida

L’electroforesi discontinua en gels de poliacrilamida amb SDS permet ’analisi
de mescles de proteines (Laemmli, 1970). Els gels estan constituits per fibres de
monomers d’acrilamida entrecreuats amb bisacrilamida. EI SDS permet desfer el
plegament de les proteines i a més les carrega negativament per a que migrin cap al pol
positiu en funcio6 del seu pes molecular.

Un cop muntats els vidres s’han de polimeritzar dos tipus de gels: gel separador i
gel apilador:

Gel separador o inferior: El percentatge d’acrilamida/bisacrilamida d’aquest
gel depén del pes molecular de les proteines a separar. En aquest cas s’ha utilitzat un
percentatge del 15 %

1: Es monten els cristalls que contindran el gel.

2: Es prepara el gel separador al 15 %:
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Acrilamida/bisacrilamida 30 %/ 0,8 % 2,25 ml
Tamp¢ inferior 4X (pH 8, 8) (1,5 M Tris + 0,4 % SDS) 1,5 ml

H,O g.s.p 6.000 pl
PSA 15% 24 pl
TEMED 3ul

2: Una vegada afegida aquesta solucié entre els cristalls s’afegeix damunt una petita
pel-licula d’aigua per a que la superficie del gel sigui recta i quedi lliure de bombolles.
3: Quan ja ha polimeritzat es retira I’aigua i s’afegeix el gel apilador.

Gel apilador o superior: Mitjangant aquest gel es concentra la mostra en un
petit front sobre el gel separador, d’aquesta manera totes les mostres entren en el segon
gel simultaniament. El percentatge d’acrilamida/bisacrilamida en aquest cas és de 4 %.

4: Es prepara el gel apilador al 4 %:

Acrilamida/bisacrilamida 30 % / 0,8 % 225 ul
Tamp¢ de dalt 4X (pH 6,8) (tris 0,5 M + SDS 0,4 %) 750 wl

H,O q.s.p 3.000ul
PSA 30 ul
TEMED 3ul

5: S’afegeix aquesta solucio sobre el gel inferior i es col-loca la pinta que generara els
pous de carrega de les mostres.

6: Una vegada polimeritzat s’extrau la pinta i es col-loquen els cristalls junt amb el gel
en un suport que s’introdueix dins de la cubeta d’electroforesi a la qual s’afegeix tampo
de cubeta:

Tampd de cubeta 10 X:

Glicina 1,92 M
Tris-HC1 0,25 M
SDS 1 %

7: A les mostres de proteina s’afegeix tampd de carrega i es bullen durant cinc minuts

per tal de desnaturalitzar les proteines i solubilitzar-les.

Tampo de carrega 4 X:
Tris-HCI 200 mM (pH 6,8)
SDS 8 %

Blau de bromofenol 0,4 %
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Glicerol 40 %
8: Es carreguen als pous les mostres i el marcador de pes molecular Wide Range de
Sigma. Es resolen a 50 mV durant uns 45 minuts.
9: Passat aquest temps es desmunten els cristalls, s’extrau el gel i s’introdueix en
soluci6 de tinci6 Cromassie R-250 durant 30 minuts, solucié que serveix tant per fixar

com per visualitzar les bandes.

Cromassie R-250 0,1 %
Metanol 40 %
Acid acétic 10 %
H,O 50 %
10: Es renta el gel amb solucio destenyidora per eliminar I’excés de tint.
Metanol 40 %
Acid acétic 10 %
H,O 50 %

111.3.3 Determinacio de la concentraci6 de bacteriorodopsina

a)* Espectrofotométricament: A la mostra de bacteriorodopsina se 1’hi realitza un
espectre d’absorcid entre 250 1 800 nm per determinar el valor d’absorbancia a 568 nm,
punt en el que es troba el maxim d’absorbancia de la bacteriorodopsina adaptada a la

llum (veure seccid 1.5.2).

Cubeta
Mirall referéncia

% %Mirall
Visible@ ' Amplificador
Font A O—(7
v @

Monocromador

Divisor Detector
Mirall Mirall
Cubeta
mostra

Figuralll.4 Esquema de funcionament de 1’espectrofotometre.
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Mitjancant la formula de Lambert-Beer (Abs=¢.cm.c.) es calcula la concentracid
de la proteina, tenint en compte que la seva € per a la bR adaptada a la llum és de 63.000
M"'.cm™ i de 58.000 M"'.cm™ per a ’adaptada a 1’obscuritat. Es per aix0, que abans de
realitzar 1’espectre d’absorbancia s’ha d’il-luminar la mostra durant uns minuts (veure
seccio I11.3.5)

Els espectres d’absorbancia s’han realitzat en un espectrofotometre Varian Cary

3 de doble cubeta esquematitzat a la figura I11.4.

Esferaintegradora

L’esfera integradora es pot col-locar a 1’espectrofotometre de UV-visible en
comptes de les cel-les tradicionals. Es una esfera amb un interior completament blanc on
es dipositen la cubeta de la mostra i la de referéncia. Un cop que incideix 1’eix de llum
sobre la cubeta de mostra, tots els raigs que son dispersats per la mostra es reflexen a les
parets de I’esfera i van a parar al detector. D’aquesta manera, queda anul-lat qualsevol
efecte de la dispersio de la llum, i s’evita la pérdua de senyal.

b)*Lowry: Aquesta técnica consisteix en una mesura de la concentraciéo de bR
utilitzant com a patr6 una bateria de suspensions de bR de concentracié coneguda.
1: Es realitza un banc de diluci6 de la proteina patrd en un rang de concentracions que
comprengui la de la proteina problema.
2: En tubs d’assaig s’introdueixen 200 pl de cadascuna de les dilucions i la mostra
problema.
3: S’afegeix 1 ml de reactiu C a cadascun dels tubs i s’agita durant 10 minuts.

Reactiu A: 1 g de NaCOj3 en 50 ml de NaOH 0,1 N.

Reactiu B: 0,1 g de tartrat-sodic-potasic en 10 ml d’aigua.

Reactiu C: 50 ml del reactiu A + 1 ml del reactiu B + 0,51 g de SDS.
4: S’afegeix 0,1 ml del Reactiu D, Reactiu de Folin-Ciocalteus, a cadascuna de les
mostres 1 es manté sota agitacio durant mitja hora.
5: Es mesura I’absorbancia a 750 nm de la mostra i patrons.
6: Es determina la concentracié de la mostra problema mitjancant una recta patr6 en la

qual es representa la concentracié de proteina en funcié de la seva A7so nm -
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[11.3.4 Desionizacié de la membrana parpura

La membrana purpura es desionitza dializant-la contra una soluci6 de reina
d’intercanvi anionic Dowex-50W (Sigma) durant un minim de 6-8 hores. La reina es
regenera periodicament rentant-la primer amb NaOH 0,1 N i disminuint el pH fins a 7
rentant-la amb aigua, i segon rentant-la amb HC1 0,1 N fent finalment rentats amb aigua
fins que el pH de la reina sigui 3,5.

Per evitar contaminacid per cations exogens €s necessari que tot el material que
entra en contacte amb la proteina sigui de plastic préviament netejat amb aigua MilliQ
per retirar possibles restes de cations.

L’ajustament del pH de les mostres desionitzades es realitza mitjancant la
mesura del pH de duplicats per tal d’evitar la contaminacié de la mostra amb 1’eléctrode
del pH-metre. A la mostra original s’afegeix la mateixa quantitat de NaOH o HCI que

al duplicat.

[11.3.5 Adaptacio de la bacteriorodopsina a la llumi ala foscor

L’adaptacié de la bR a la foscor es realitza guardant les mostres a 4° C durant
una nit en condicions d’obscuritat total. Depenent del mutant, aquest temps
s’incrementa.

L’adaptaci6 a la llum es duu a terme il-luminant les mostres amb una font de

llum Seom durant 2 minuts.

[11.4 Titraci6 de la bacteriorodopsina en front del pH

Aquesta teécnica consisteix en prendre espectres d’absorbancia a una mostra de
concentracié 15 uM de membrana purpura adaptada a la foscor (veure secci6 I111.3.5) a
la qual se I’hi va ajustant el pH des de 1 a 13 mitjangcant microaddicions de HCI o
NaOH. S’ha utilitzat un pH-metre Metrohm 713 seérie 01 amb un eléctrode Crison.

L’experiment es duu a terme sobre mostres de MP en diferents condicions de
forca ionica del medi:

-H,O

-150 mM KCl

-IM KCl

-2M KCl

-75 mM Na,SOq4
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-Mostres desionitzades (veure seccio 111.3.4)

Depenent del rang de pH en el qual es faci ’experiment parlem de titraci6 acida

o basica.

a)Titracio acida

Mitjancant la titraci6 entre pH 7 1 1 es pot determinar el pK, aparent de 1’aspartic
85 responsable de la transicié membrana purpura-blava (veure seccio 1.8.3).

Paral-lelament a I’acidificacié de la mostra de MP es van prenent espectres
d’absorbancia entre 250 1 800 nm. La representacié del canvi d’absorbancia a 630 nm,
maxim d’absorbancia de la forma blava en I’espectre de diferéncia, en funci6 del pH de
la mostra dona una grafica del tipus sigmoidal en la que el punt d’inflexio, X, és el pK,
aparent de la transici6 (figura I11.5). L’ajustament de la corba a 1’equacié de Boltzman
dona els parametres d’interes:

A-A;

= +
y 1+ e(x-x())/dx A2

y Absorbancia a una longitud d’ona determinada, en aquest cas 630 nm, en
funci6 del pH.
A; Valor final de ’absorbancia.

A, Valor inicial de ’absorbancia.

Xo punt mig de la corba.
dx amplada de la corba.

X pH A
X

Figura I11.5. Representacié esquematica d’una
corba sigmoidal.

b)Titracié basica

La mostra es titra entre els pH 7 i 14 i es prenen també espectres d’absorbancia
per observar posteriorment 1’aparici6 de diferents espécies com membrana vermella
(470 nm) i retinal lliure (365 nm). L’ajustament a una corba sigmoidal dels canvis
d’absorbancia a cadascuna d’aquestes longituds d’ona en funcié del pH dona el pK,

aparent per cadascuna d’aquestes especies.
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[11.5 Tractament de la bacteriorodopsina amb hidroxilamina

La hidroxilamina (figura II1.6), és una moléecula capa¢ de penetrar dintre de la
bR 1 hidrolitzar la uni6 del retinal amb la proteina. Els experiments de reactivitat amb la
hidroxilamina es duen a terme centrifugant 0,4 mg de membrana i resuspenent-la en una
solucido 1 M d’hidroxilamina en 150 mM de fosfat sodic pH 7, amb una concentraci6
final de bR de 0,4 mg/ml.

L’experiment es realitza sota dues condicions diferents: en abseéncia
d’il-luminacio, on es segueixen canvis en 1’espectre d’absorbancia de la bR al llarg del
temps, 1 en presencia d’il-luminacio, on la mostra és il-luminada continuament amb llum
blanca (300 lux) i es medeix I’absorbancia a intervals de temps intermitents.

Es realitza I’experiment en aquestes dues condicions perqué ’accessibilitat del

retinal per la hidroxilamina depén de si la bR s’il-lumina o no (veure seccido 1V.2.2.4).

“N—O—H

Fig 111.6. Molécula d’hidroxilamina.

La representacié del canvi d’absorbancia a 570 nm en funcié del temps de
reaccid de la hidroxilamina déna com a resultat una grafica que s’ajusta a una

monoexponencial decaient (figura I11.7), amb les segiients magnituds:

y — yO + Ae—X/t
y Absorbancia a una longitud d’ona determinada, en aquest cas a 570 nm, en

funci6 del temps.

yo Valor de y cap a on tendeix la corba.
A Amplitud del canvi d’absorbancia.
t Constant de la caiguda de la corba.

X temps

__________;:_________

Yo

Figura 111.7. Representacid esquematica
d’una corba monoexponencial decaient.
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La multiplicacio de t per In2 dona lloc a la t;; de caiguda de la corba. Aquest és

el valor utilitzat per determinar la velocitat de reaccid de la hidroxilamina.

[11.6. Estabilitat termica de la bacteriorodopsina
[11.6.1. Espectroscopia UV-Vis.

Es determina 1’estabilitat térmica de mostres de bR adaptades a la foscor a una
concentracio de 15 uM en aigua a pH 4,0 1 7,0. L’experiment es realitza incubant durant
vuit minuts la mostra a temperatures compreses entre 20 i 100° C a intervals de 5° C, i
adquirint espectres d’absorbancia en el UV-visible a cada temperatura. L’increment de
temperatura es produeix en la mateixa cel-la de I’espectrofotometre mitjancant un circuit
tancat connectat a un bany.

La representacié de 1’absorbancia a 570 nm en funcié de la temperatura dona
com a resultat una corba sigmoidal (figura IIL.5), amb un punt d’inflexié que indica el

T de desnaturalitzacid de la bR.

[11.6.2. Calorimetria diferencial derastreig (DSC)

Mitjancant el DSC és possible mesurar la capacitat calorifica aparent d’un
sistema en funcid de la temperatura (Mateo, 1984). L’increment de temperatura indueix
canvis conformacionals a les proteines, que van associats a I’absorcio o alliberament de
calor. En el cas de la bacteriorodopsina, la seva desnaturalitzaci6 térmica dona lloc a
I’absorci6 de calor, apareixent un pic positiu en el termograma si el procés és
suficientment cooperatiu.

Un termograma ¢és la corba donada per la representacio del la capacitat calorifica
en funcié de la temperatura. Es parla de capacitat calorifica aparent, Cp™ (cal/°C), ja
que no s’obtenen valors absoluts, sino la diferéncia entre dos estats diferents, sent la bR
a temperatura ambient ’estat de referéncia.

Els experiments s’han realitzat en un calorimetre Micro-Cal MC2 (MicroCal
Inc,USA) que conté dues cel-les, una per la mostra i 1’altra per la referéncia, essent la
capacitat de cadascuna de les cel-les de 1,23 ml. El sistema d’escalfament escalfa tant
les cel'les com la cambra. El sistema de refrigeracidé consisteix un circuit tancat
connectat a un bany, que refrigera la cambra (figura IIL.8). Els experiments es realitzen
a 1,7 atmosferes de pressio de nitrogen per evitar I’ebullicié de la mostra a elevades

temperatures, i a una velocitat de rastreig de 1,5 K/min.
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E 2
Fecalfador principal (C-F) Sortida refrigerador
Escalfador de C'RE I gc_R
retroalimentacio (C.R): % el-la Cel-la

referénciaMostra ‘Q:‘
ﬂMda refrigerador

\/ Cambra adiabatica

Aire sec

Figura I11.8. Esquema del sistema de escalfament-refredament de la mostra en 1’aparell de
DSC. C.P és el calentador principal i C.R el de referéncia.

Les mostres es preparen a una concentracio de 1,5-2 mg/ml i es dialitzen durant
tota la nit contra H;O amb un pH final de ~ 6,5. L’aparell consta de dues cel‘les, una
dedicada a la referéncia on s’introdueix 1’aigua de la dialisi 1 I’altra a la mostra. Sobre
les dues celles s’incrementa la temperatura des de 25 a 110° C enregistrant-se
simultaniament la capacitat calorifica del sistema.

Primerament s’obté el termograma per 1’aigua introduint-la a les dues cel-les per
tal de restar la capacitat calorifica del aigua al termograma de la mostra. Un cop s’ha
obtingut el termograma per 1’aigua, es realitza el mateix procés per la mostra de bR, la
qual un cop s’ha incrementat la temperatura fins a 110° C ¢és refredada i es torna a
incrementar la temperatura tant per comprovar la irreversibilitat del procés com per tenir
un termograma de la capacitat calorifica de la proteina desnaturalitzada. Com que en
aquest ultim termograma consta tant de la capacitat calorifica de I’aigua com de la bR
desnaturalitzada és aquest ultim termograma el que s’utilitza per restar-lo del
termograma de la bR. Aixi doncs el termograma de I’aigua és Gnicament utilitzat quan
la qualitat de I’altim termograma no és prou bo.

Un cop obtinguda la resta es realitza la correccid de la linia base (figura II1.9), en
la qual s’igualen las linies base pre i post-maxim de desnaturalitzacio. Aquest desfase de
la linia base es deu a la diferent capacitat calorifica de la proteina nativa i

desnaturalitzada. Aquesta correccié es realitza mitjancant el programa Origin' ™.
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Figura I11.9. Tracat de la linia base d’acord amb el métode de Takanashi i Sturtevant (1981).
Cp(N) és la capacitat calorifica a I’estat natiu, 1 Cp(D) a I’estat desnaturalitzat. La linia base
AC,(T) uneix sigmoidalment els dos nivells de manera proporcional a I’area per sota de la
transicio.

[11.7. Determinacié del bombeig de protons de la bacteriorodopsina

incorporada en liposomes
a) Inclusié dela bR en liposomes de fosfatidilcolina (PC) d’ou
Purificacié de la fosfatidilcolina: L’extraccio i purificacio de la fosfatidilcolina
d’ou es realitza de la segiient manera:
1: Es mesclen 12 rovells d’ou amb 500 ml d’acetona, s’agita durant 5 minuts.
2: Es deixa reposar durant 1 hora en una atmosfera de nitrogen.
3: S’agita i filtra amb un Biichner.
4: Es renta el precipitat amb 200 ml d’acetona freda (5-10° C).
5: Es recupera el precipitant, afegir 500 ml d’etanol 95 % 1 agitar durant 5
minuts.
6: Es deixa reposar durant 1 hora en atmosfera de nitrogen.
7: Es filtra amb un Biichner.
8: Es rotavapora el filtrat fins a la maxima sequedat.
La rotavaporaci6 consisteix en evaporar el contingut del balé mitjangant buit,
generat per trompa d’aigua, mentre que el bald va rodant i és remullat en un
bany a la temperatura desitjada.
9: El residu es dissol en 100 ml d’éter etilic 1 sota agitacid s’afegeix 500 ml

d’acetona.
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10: Els fosfolipids precipiten i es decanta el liquid.

11: Es renta el precipitat amb 100 ml d’acetona freda.

12: El solid es dissol en 100 ml d’¢ter i es repeteix la precipitacio afegint 500 ml
d’acetona.

13: Es renta el precipitat amb acetona.

14: Es dissol amb 50 ml de cloroform. Aqui el solid conté principalment
fososlipids 1 poca quantitat de carotens.

15: La dissolucié amb cloroform s’aplica a una columna d’aliimina (27 x 3 cm,
placa filtrant n° 4). L’eluient consisteix en una mescla (9:1 v/v) cloroform:
metanol 1 ’efluent es recull en fraccions de 70 ml.

16: Per analisi de cromatografia de capa fina es determinen les fraccions de
major puresa.

17: Es rotavaporen les fraccions escollides i es dissol en cloroform conservant-se

a—20°C.

Inclusié de la bR en liposomes: El volum total de la mescla de bR i PC és de
15 ml tenint una concentracié final de PC de 6,0 mg/ml, 0,12 mg/ml de bR i 150
ml KCI.

I: En un bald6 de vidre s’addiciona 1,88 ml de PC dissolt en cloroform
(concentraci6 48 mg/ml) i es rotavapora a 20 — 30° C durant uns 13 minuts,
moment en el que s’observa el fosfolipid precipitat a les parets.

2: El bal6 s’embolica en paper d’alumini 1 es col-loca en una campana de buit
durant 30 minuts per eliminar tota resta de cloroform.

3: S’afegeix al bal6 una mescla de 15 ml de bR a concentracié 0,12 mg/ml en
150 mM KCl pH 7,0.

4: Es tapa la boca del balo amb parafilm i s’agita amb 1’ajuda d’un vortex a
maxima potencia fins que la totalitat dels PC s’han dissolt, uns 10 minuts.

5: La mescla es passa per un microfluiditzador per tal d’arribar a una poblacié de
liposomes homogenia d’un diametre d’uns 60 nm. Aquest metode consisteix en
fer passar la solucid de liposomes a alta pressio (4 bars) a través de filtres.
L’aparell emprat és un Microfluidizer 110S. Previ rentat amb etanol, aigua 1
tampd 150 mM KCI es procedeix a la re-circulacié de la solucié de liposomes

pels filtres durant 4 minuts.
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6: Es mesura el diametre majoritari dels liposomes mitjangant un Microtrack
UPA 150 (Honewell, USA). Quan es fa incidir un laser (780 nm en aquest cas)
sobre una solucié de liposomes es produeix una dispersié que depen de la mida
dels liposomes. Amb la técnica d’analisi de 1’espectre de freqiiencies el que es fa
es comparar la llum dispersada a 0° respecte al feix incident amb el propi feix
dispersat. La Ilum dispersada pateix un desplagament de la freqiiéncia original
(efecte Doppler) el qual depén de la velocitat de les particules (figura I11.10). La
diferéncia de freqiliencia es detectada mitjangant el canvi produit sobre el feix
original a I’interaccionar amb la llum dispersada. Del tractament matematic de
les dades intensitat-temps s’obté¢ la intensitat-freqiiencia. La representacio
d’aquest parell de dades dona com a resultat una corba de caracter Lorentzia
quan totes les molecules son de la mateixa grandaria. Quan hi ha una suma de
poblacions de diferents mides s'obté una corba complexa multilorentziana. La
deconvoluciéo d’aquestes dades dona com a resultat la distribucido de les

poblacions de mides de liposomes de la solucid.

Font del laser
\ 4 oo
o 0O ° Solucié de
A liposomes
o _0o°
e [ ]
Cel-la

Detector

Figura 111.10. Esquema de funcionament de I’espectrometre d’analisi d’espectre de
freqiiencies. En violeta el feix incident, en verd els raigs dispersats en un angle diferent
de 0° i per tant perduts; en blau els raigs amb angle de dispersio 0° que arriben al
detector.

Les mostres es dilueixen en medi aquds de manera que I’index de carrega
de la soluci6 es trobi entre 0,1 1 0,2 assegurant-nos de que hi arribi suficient
senyal al detector. Hi ha una série de parametres que s’han d’introduir al
programa ja que depenent de la solucio, mostra, etc aquests canvien, com son la
viscositat o I’index de refraccio . Les dades introduides son: viscositat (25° C) de

1,002 cP, index de refraccido de 1,332, temps de lectura 10 minuts, index de
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refraccio del fosfolipids 1,49, densitat dels liposomes 1,01 g/em’, tipus de

particules esferiques.

Determinacio dela correcta orientacio dela bR alsliposomes

Per determinar que I’orientacié de la bR es dona majoritariament amb la
cara citoplasmatica cap a I’exterior del liposoma, es procedeix a la digestio dels
liposomes amb papaina. La papaina és un enzim que talla els llocs de la proteina
més exposats al medi ja que I’enzim no pot penetrar dintre del liposoma. En el
cas de la bR és I’extrem C-terminal que en trobar-se en la part citoplasmatica
estara exposat a I’enzim 1 sera digerit. El métode emprat ha sigut el utilitzat per
Huang et al. (1980).
1- Perque la papaina sigui activa primer ha de ser activada per cisteina. A 4’5 pl
de papaina dissolta en aigua a una concentracié de 0,5 mg/ml se I’hi afegeix 7,5
ul de cisteina a 0,5 M, 0,02 M EDTA 1 pH 8,0.
2- S’afegeixen 42 pl de TRIS.CI 0,5 M pH 8,0 a 380 pl de suspensié de
liposomes amb bR (0,12 mg/ml). La quantitat de bR utilitzada és doncs de 45,6
Hg.
3- Es mesclen les solucions de papaina i liposomes i s’incuba durant tota la nit a
37° C1iala foscor. La relacio total de papaina : bR és de 1 : 20.
4- La mescla de digesti6 es renta tres vegades amb aigua destil-lada centrifugant
a 16.000 g, 40 min, i 4° C per tal d’eliminar les restes d’enzim. Finalment el
sediment es resuspen en 1 ml de metanol per eliminar els fosfolipids.
5- Es passa pel vortex i es centrifuga durant 2 min a 8.000 g.
6- Es resuspen el sediment amb 1 ml de tolué / éter en proporcio 2:1.
7- Es passa per vortex 1 es centrifuga durant 2 min a 8.000 g. S’eixuga el
sediment al buit i es resuspen en tampd de carrega d’electroforesi de proteines i
es bull la mostra (veure seccio I11.3.2).

8- En els pous del gel es carrega la mostra 1 un control amb la bR sense digerir.

b) Mesura del bombeig de protons
S’introdueixen 2,5 ml de bR inclosa en liposomes en una cubeta de plastic amb
una petita mosca magnetica d’agitacio. La cubeta amb la mostra s’introdueix dintre d’un

got de precipitats amb aigua per tal d’absorbir el calor de la llum incident sobre la
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mostra. La [lum prové d’un transil-luminador a maxima poténcia amb filtratge previ de

la llum ultravioleta mitjangant un filtre groc (figura I11.11).

Eléctrode
Vas pretipitats
Font llum amb aigua
blanca » Cubeta\mb
@ mostra i mosca
|
Filtre groc
g . pHmetre
Agitador
magnétic

Figuralll.11l. Esquema de la técnica de mesurament de bombeig de protons en liposomes.

L’experiment s’inicia primer il-luminant la mostra durant uns 2 minuts per tal
d’adaptar-la a la llum (veure seccio II1.3.5) i després mantenint-la a 1’obscuritat durant
uns 10 minuts per a que els protons que hagin pogut ser bombejats dintre del liposoma
surtin per difusid. Passat aquest temps es comenga 1’experiment en el qual s’anota el pH
inicial de la mostra abans d’il-luminar i un cop iniciada la il-luminacié s’anota el pH a
diferents intervals de temps fins que el pH s’estabilitza, moment en el qual es deixa

d’il-luminar la mostra i també s’anota el temps de retorn al pH inicial.
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Figura I11.12. Grafica de representacio de les dades de bombeig de protons en liposomes. En

vermell es mostra una recta ajustada als tres primers punts per tal de determinar la velocitat de
bombeig.
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Un cop realitzat I’experiment es mesura ’eficacia de bombeig representant el
canvi de pH en funcié del temps. L’ajustament dels 15 primers segons a una equacid
lineal déna una pendent, el valor de la qual és la velocitat de bombeig de la mostra

(figura I11.12).

111.8. Fotolisi de llampec

Amb aquesta técnica és possible observar espectrofotométricament canvis
d’absorbancia d’una mostra al llarg del temps un cop ¢és irradiada per un laser.

L’aparell utilitzat és un LKS50 de Applied Photophysics amb un laser Nd:YAG
(Neodynium: Ytrium Aluminium Garnet; Spectron Laser Systems). En tots els casos
I’energia del laser és de 5 mJ/pols.cm® amb una duracié del pols de 9 ns, una longitud
d’ona de 532 nm i una freqiiéncia de repeticié de 0,5 Hz. El processament de les dades

es duu a terme amb el programa LASER Applied Photophysics.

Dateotur Cubsta 3 ml
BUZE Filtra 2 Ohturadsr

R’ Mg Owdinadar

Figuralll.13. Esquema del funcionament de 1’aparell de fotolisi de llampec.

Com es pot observar a la figura I11.13 sobre la cubeta on hi ha la mostra es fa
incidir un impuls de laser que és capac de excitar algunes molécules de bR. Al mateix
temps, s’hi fa incidir un feix de llum de mesura per tal d’adquirir I’absorbancia a una
longitud d’ona determinada segons I’intermediari a estudiar.

Amb aquest aparell hem dut a terme els segiients estudis:
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Determinacié de la vida mitja dels intermediaris: 1’experiment es realitza
sobre mostres de bR adaptades a la llum (veure secci6 I11.3.5) a una concentraci6 de 15
uM, 1 M KCI, temperatura ambient i pH 4, 6,5 o 10 segons I’experiment. Les dades
obtingudes consisteixen en la diferéncia d’absorbancia entre la mostra sense fer-hi
incidir el laser i després de fer-lo incidir. Una vegada que s’ha fet incidir el pols de laser
es prenen els valors d’absorbancia en funcio6 del temps. En la figura I11.14 es representa
la cinética de I’intermediari M ja que el seu maxim d’absorbancia es troba a 410 nm.
Per cada valor de longitud d’ona es fa una mitja de 4 mesures ja que el laser s’hi fa

incidir sobre la mostra quatre vegades amb un espai entre pols i pols de 10 segons.

0.03 4

0.02 4~

A/A\bs410nm
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Figura I11.14. Cinética d’absorbancia a 410 nm en funcié del temps
d’una mostra de bR a pH neutre i 1 M de KCI.

Determinacio de canvis de pH del medi: el colorant piranina (acid 8-hidroxi-
1,3,6-pirenetrisulfonat trisodi) és capag¢ de detectar canvis del pH del medi on es troba
dissolt (Kano et al., 1978). Ja que el pK, de la piranina a 1M de KCl és de 7,2, és
solament al voltant d’aquest pH on es pot detectar canvis del pH.

L’espectre d’absorbancia del colorant presenta un maxim d’absorbancia a 460
nm la intensitat del qual depén de I’estat d’ionitzacié del seu grup hidroxid (figura
II1.15). Aquesta capacitat del colorant de canviar la seva absorbancia en funci6 del pH
ens permet estudiar canvis del pH d’un medi on es trobi en suspensi6 la bR. Per obtenir
els canvis d’absorbancia a 460 nm de la piranina al llarg del temps, un cop que s’ha
incidit el pols de laser, abans s’ha d’obtenir la mateixa corba en abséncia de piranina per
tal de restar els intermediaris que absorbeixen a aquesta mateixa longitud d’ona. Les

corbes obtingudes provenen de la mitja de 10 corbes.
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Figura I11.15. Espectre d’absorbancia en el UV-visible de la piranina a una contentracio de 20
uM en 1 M de KCI a diferents valors de pH (de 1’1 al 10: 5,1; 5,5; 6,0; 6,4; 6,9; 7,2; 7,6; 8,5; 8,8
19,2). A cada pic es mostra I’estat d’ionitzacio de la piranina.

111.9. Fotocorrents

Els fragments de membrana purpura orientats son capagos de produir un senyal
eléctric quan son irradiats amb llum. Aquest senyal es produeix com a conseqiiencia del
moviment de carregues en la proteina durant el fotocicle (Liu et al., 1988). Aquesta
tecnica és molt semblant a la de fotolisi de llampec perd en comptes de mesurar
I’absorbancia a una longitud d’ona el que es mesura és el corrent electric al llarg del
temps. Per tal de per fer aquestes mesures és necessari que els fragments de MP es
trobin orientats perque el moviment de carregues es doni en el mateix sentit a tots els

fragments de MP.

Orientacié dela MP en poliacrilamida

La MP és immobilitzada i orientada en gels de 30 % poliacrilamida/0,8 %
bisacrilamida, en un volum total de 4,5 ml on la concentraci6 de bR és de 0,9 mg/ml,
2,7 pg/ml de persulfat amonic i 13,5 pl de temed. Primerament s’introdueix la mescla
sense el temed en un recipient de 60 x 4,9 x 50 mm dotat de dos electrodes de signe
contrari a cada costat connectats a una font d’electroforesi. S’aplica el temed a la
mescla, i durant els 20 segons que triga en polimeritzar el gel, s’agita el medi per

homogeneitzar-lo. Passat aquest temps s’aplica un voltatge de 15 V/em per tal de
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afavorir I’orientacid de la bR. Passat un minut s’apaga la font eléctrica i es deixa durant
uns minuts que polimeritzi del tot el gel.

S’extrau la pega sencera de gel i es deixa remullat en aigua destil-lada al menys
48 h per tal d’eliminar restes de temed del gel. Passat aquest temps es talla el gel en
fragments de 6 x 4,9 x 12 mm amb ajuda d’un motlle. Si I’homogeneitat de la mostra és
bona surten unes 12 peces. Les peces amb bombolles o mal homogeneitzades son
descartades.

Cada peca s’introdueix dintre d’un tub on hi ha solucié 150 mM KClI, cada tub
s’ajusta a un pH determinat entre 3 i 11 i es deixa reposar durant tota la nit per tal de
que la concentracié de protons i KCI s’equilibri dintre del gel.

Es mesura el pH de cada tub per determinar el pH exacte després de la deriva
durant I’equilibrat. En una cubeta de 10 x 5 x 45 mm s’introdueix 1 ml de la soluci6
d’un tub i es fica el fragment de poliacrilamida del mateix tub procurant que el gel quedi
el més centrat possible en la cubeta. S’il-lumina el gel durant dos minuts amb Ilum

verda per tal de adaptar la bR a la llum (veure seccio 111.3.5).

Pol positiu, :@

Pol negatiu
Detector
Font laser
Cubeta amb
la peca de gel

Figuralll.16. Esquema de funcionament de 1’aparell de fotocorrents.

La cubeta s’introdueix dintre del portacubetes i es col-loquen dintre d’aquesta els
eléctrodes (figura II1.16). Es fa incidir un pols de laser (532 nm) i es mesura la
diferéncia de voltatge al llarg del temps. El laser utilitzat ha sigut un Nd-YAG a una
intensitat de 10 mJ.

El senyal electric és enregistrat en una escala de temps de 500 us després del
pols de laser. La representacié de la intensitat en funcié del temps dona una grafica

(figura I11.17) on es pot observar els canvis en el senyal eléctric.
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Figura 111.17. Representacié de les fotocorrents en funcio del
temps després del laser, per una mostra de bR silvestre en 100 mM
KCI.

111.10. Adquisicio d espectres d'infraroig amb transformada de Fourier
(FTIR)

La radiacié d’infraroig es troba compresa entre 14000-200 cm™, encara que és la
regi6 entre 4000-1000 cm™ la de major interés biologic. La freqiiéncia de vibracié d’un
enlla¢ depén de la massa dels atoms i de la forg¢a del enllag. Aixi doncs, quan es
representa la intensitat d’absorcid en funci6é de la freqiiencia de la radiacio infraroja

s’observa que cada grup d’enllagos absorbeix en una zona caracteristica.

Enllag
amida

Figuralll.18. Representacioé de I’enllag amida.

Els modes de vibracio dels enllagos es poden classificar en dos grups, els de
tensidé on els atoms vibren en la direccid de I’enllag, i els de flexid on els atoms es
mouen principalment de manera perpendicular a la direcci6 de ’enllag. Es poden donar

combinacions dels diferents modes de vibracié en un mateix enllag.
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En el cas de les proteines, el grup quimic més abundant és el grup amida. (figura
III.18) Aquest grup posseeix diferents formes de vibraci6 dels quals els que son
d’interes per nosaltres son ’Amida I i II (figura I11.19). L’ Amida I es correspon en un
80 % amb la vibracio de tensid de 1’enllag C = O 1 un 20 % de I’enllag N-H, que es
troba representada en I’espectre d’infraroig en una banda localitzada entre 1700 i 1600
cm™. L’Amida II es correspon en un 60 % al doblegament de I’enllag N-H i en un 40 %
a ’estirament de 1’enllag C — N donant aquest cop una banda compresa entre 1500 i

1600 cm™.

5l

1o 3400 cm” (H,0)
.g 0.8 — Amida |
= \ Ami
’ i mida Il
< /
§ 0.6 —

0.4 —

I I I I I I I I I I I

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero d'ona (cm)

Figurall1.19. Espectre d’absorcid d’un film hidratat de bacteriorodopsina.

Les bandes originades per les vibracions dels grups carboxilics de les cadenes
laterals dels aminoacids com I’aspartic o glutamic donen bandes en les zones 1750-1700
cm™ per COOH i 1450-1500 per COO'".

La interpretacié de les bandes d’infraroig a la bR té el problema addicional a
altres proteines de la preséncia d’una molécula de retinal que dona multiples modes de
vibracions que es solapen amb les bandes de vibracid de la proteina.

A continuaci6 es descriu el procediment emprat per tal d’obtenir espectres de
diferéncia entre la bR fotolitzada i no fotolitzada.

a) Preparacio delamostra:

A 0,4 mg de MP s’afegeix 1 ml 150 mM KCI, 10 mM carbonat/bicarbonat pH

10 i es centrifuga, es descarta el sobrenedant 1 es torna a repetir el procés dues vegades

per assegurar-nos de que la mostra ha sigut ben rentada. El sediment es resuspén en un
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volum final de 50 pul del mateix tamp6. Aquest volum es diposita sobre una finestra de
CaF; i es seca parcialment en una campana de buit. Un cop obtingut el film s’aplica
tampd per obtenir la humitat desitjada 1 seguidament es tapa el film amb una altra
finestra amb un espaiador entre mig de 0,5 mm tancant-ho herméticament. Previ a
I’adquisicio dels espectres, la mostra s’adapta a la llum durant uns minuts (veure seccio

111.3.5)

b) Adquisici6 d’espectres:

Una vegada adaptada a la [lum es col-loca la mostra en un portamostres allotjat
en una camara dins de I’infraroig la humitat de la qual es purga continuament amb aire
sec per disminuir al maxim la preséncia de vapor. Mitjangant un bany Haake K, es
manté la mostra a la temperatura adequada segons I’experiment.

Abans de comencar a adquirir espectres es fa un primer espectre d’absorbancia
per determinar la humitat de la mostra mitjangant el calcul de la relaci6 entre les bandes
de I’aigua (3400 cm™) i Amida I i IT (Bouché et al., 1992) de manera que la humitat de
la mostra es superior al 80% quan (banda H,O/Amida I) és superior a 2 i (Amida I

/Amida II') és superior a 1,2.

Detector
Mostra [[J
Mirall mobil
Font IR —
P
N
Divisor
Mirall fixe

Figurall1.20. Esquema del funcionament de I’espectrofometre d’infraroig.

Un cop que tant la temperatura com la humitat de la camara s’han estabilitzat es
procedeix a ’adquisicid d’espectres. Les mesures consisteixen en adquirir una série
d’espectres de la mostra mentre ¢€s il-luminada continuament. Posteriorment els
espectres en absencia d’il-luminacio es resten dels corresponents a il-luminacio, obtenint
aixi D’espectre de diferéncia entre els intermediaris del fotocicle i la bR en estat

fonamental.
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La il-luminacié de la mostra es duu a terme mitjangant un il-luminador on la
llum es filtra mitjangant un filtre groc, i la calor es filtrada a través d’un recipient
d’aigua.

Els espectres s’han adquirit en un espectrofotometre Bio-Rad FTS 6000 amb
transformada de Fourier el funcionament del qual es troba esquematitzat a la figura
II1.20. Per una mateixa mostra s’adquireixen 5 tandes de espectre amb 350 espectres
cadascun obtenint-se al final 1750 espectres de diferéncia. S ha treballat a una resolucio6

de 2 cm'. Els espectres obtinguts han sigut analitzats mitjangant el programa GRAMS.

I11.11. Microscopia de forca atomica (AFM)

L’AFM ¢és una tecnica que permet resoldre superficies. L’aparell consisteix en
un portamostres de caracter piezoelectric on es diposita la mostra. La mostra s’escaneja
amb una punta que es troba subjecta per un brag. Sobre aquest bra¢ s’hi fa incidir un

feix de laser que és reflexat pel brag i va a parar al detector (figura I11.21).

Laser

] Detector
Mirall

/

Bra¢c amb punta

Mostra Amplificador

=

Portamostres
piezoeléctric

|| Enregistrador

Figura I11.21. Diagrama esquematic del funcionament de un microscopi de forca
atomica.

L’obtencié d’imatges superficials consisteix en escanejar la superficie de la
mostra amb la punta aplicant una for¢a constant. Canvis en el relleu de la superficie
involucren moviments verticals de la punta i per tant diferents angles de reflexio del
laser. La imatge superficial s’obté per la representacio dels canvis verticals en funci6 de

la posicid lateral de la punta.
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En un principi aquesta técnica es va utilitzar per a resoldre superficies de mostres
no bioldgiques, perd en els darrers anys s’ha utilitzat per mostres bioldogiques com

DNA, lipids o proteines en preséncia del seu tampd 1 a temperatura ambient.

Preparaci6 dela mostra

-Es prepara mostra de membrana purpura a 50 pg/ml en 200 mM de KCI i 20 mM TRIS
pH 8,2.

-20pl de la mostra preparada es dipositen sobre un fragment d’1 cm’ de mica
préviament exfoliada per eliminar imperfeccions de la superficie. La mica es troba
adderida a un suport de teflo.

-Es deixa durant uns 10-30 minuts a temperatura ambient perque els fragments de
membrana purpura s’addereixin bé a la superficie de la mica. Com que la mica i la MP
estan carregada negativament és necessaria la preséncia dels cations K™ per fer de pont
entre les carregues negatives i evitar aixi la repulsio electrostatica.

- La mostra adderida suaument es renta amb tampd d’escanejat consistent en 10 mM
NaCl, 20 mM MgCl i 20 mM TRIS a pH 8,2. Un cop rentat es posa una gota d’aquest
tampo6 sobre la mostra i es posa sobre el portamostres del microscopi.

-Es deixa la punta sucant al tamp6 durant un parell d’hores per que s’estabilitzi.

-Passat aquest temps es comenca a escanejar la superficie.

Caracteristiques del’ escangjat

-S’ha utilitzar un microscopi de forces Nanoscope III de Digital Instruments.

- La punta utilitzada en aquest cas és de nitrat de silicona afilada.

- L’escanejat es realitza en el mode de contacte, on la punta contacta continuament amb
la mostra.

- La forca d’aplicacié de la punta sobre la superficie és de 100-300 pN.

Tractament delesimatges

Un cop obtingudes les imatges amb el mateix programa del microscopi es pot fer
un primer tractament de les imatges consistent en 1’anul-laci6 del soroll de fons
mitjancant una desondulacio de la imatge i un posterior filtrat aplicant la transformada

de Fourier i seleccionant aquelles freqiiencies de major repeticio.
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[11.12. Obtenci6 de cristalls de bR

El metode utilitzat per ’obtencid de cristalls de bacteriorodopsina ha estat el
basat en el métode per fase cubica descrit per Landau et al (1996) i modificat per
Facciotti et al. (2001). Per tal de poder obtenir els cristalls, primer s’ha de solubilitzar la

proteina obtenint-se els monomers.

Solubilitzacié dela bR

- S’incuben 10 mg de bacteriorodopsina amb 200 mg d’octilglucosid (OG) en un volum
total de 17 ml amb 25 mM Na /K pi a pH 5,6. La incubacié es realitza a temperatura
ambient i a les fosques durant unes 24 hores.

- Passat el temps d’incubacié s’ultracentrifuga la mostra a 150.000 g durant 30 minuts
per tal de sedimentar els fragments de membrana purpura que no han sigut solubilitzats.

- Es pren un espectre d’absorbancia del sobrenedant per tal de determinar tant 1’estat
correcte de la bR com la seva concentracio.

- La mostra es concentra a 18 mg/ml amb Centricons 30 de Millipore.

- La mostra ja es troba preparada per iniciar el protocol de cristal-litzaci6. Aquesta bR

pot ser congelada a -80° C i ser utilitzada posteriorment.

Cristallitzacio

-En eppendorfs de 200 ul de PCR s’introdueixen 13 mg de 1-mono-oleina-rac-glicerol
(MO) 1 13 pl de bR solubilitzada i concentrada. Aquest procés es repeteix en 6
eppendorfs més ja que per assegurar la correcta cristal-litzacié de la bR es proven
diferents condicions (veure més endavant).

-Es centrifuguen les mostres a 22° C durant 10 min a velocitats de 6.000 g, 7.000 g,
8.000 g, 9.000 g 1 10.000 g rotant 180° els tubs entre centrifugacid i centrifugacio.

-Es centrifuga durant 100 min a 10.000 g.

-Es rota 180° i es centrifuga durant 3 h a 10.000 g.

-S’incuben les mostres a 21° C durant tota la nit i a les fosques.

-A cada tub s’afegeix 100 pl d’una solucié Na'/K' pi pH 5,6. A cada tub s’afegeix una
concentracio diferent des de 2,4 a 3 M, ja que el procés de cristal-litzacidé depén de la
concentracié de sal afegida. Es per aquest motiu que realitzant un banc de diferents

concentracions ens assegurem de que en algun tub s’obtinguin bons cristalls.
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-Incubaci6 a 21° C i a les fosques al voltant d’un mes. Passat aquest temps es segueix el

creixement dels cristalls mitjangant microscopia optica.
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V. RESULTATSI DISCUSSIO
IV.1. Disseny i obtencié de les bR mutants

I'V.1.1. Seleccio de les mutacions.

El meu treball de tesi ha consistit en aclarir la funcié de certs aminoacids
localitzats sobretot a la part extracel-lular de la bacteriorodopsina. Es van realitzar tres
grups de mutacions detallats a 1’apartat d’objectius resumit en: estudi d’alguns grups
formadors de ponts d’hidrogen, estudi de la funci6 de prolines extracel-lulars i1 estudi de
la relacio del Glu 194 1 Asp96. A la taula IV.1. es mostra la localitzacié de cadascuna
d’aquestes mutacions.

TaulalV.1. Descripci6 de les mutacions introduides a la bR.

Mutant L ocalitzaci6 Situacio Estudi

R7E/E9R Extrem N-ter/Helix A Estudi grups

Y 79F Bucle B-C formadors ponts

S193A Helix F d’hidrogen.

P8G Extrem N-ter Extracel-lular

P8W Extrem N-ter Estudi funcio

P77G Bucle B-C prolines

P200G Bucle F-G extracel-lulars.

P8G/P77G/P200G

D96N’ Helix C Citoplasmatica

E194Q~ Hélix F/Bucle F-G | Extracel-lular Estudi relaci6 Glu

D96N/E194Q Extracel-lular/ 194 1 Asp 96.
Citoplasmatica

"Mutant estudiat ampliament per altres autors perd en alguns aspectes falta informacié (Otto et al.,
1989; Tittor et al., 1989; Kamikubo et al., 1997). “Mutant ja construit i estudiat parcialment al

nostre laboratori.

I'V.1.2. Obtenci6 dels mutants

L’obtencid dels mutants s’ha realitzat mitjancant la metodologia que es detalla a
I’esquema IV.1. Com que la velocitat de creixement de Halobacterium salinarum és
molt lenta i el coneixement de técniques moleculars aplicades a aquesta espécie son
molt pobres es fa servir I’espécie Escherichia Coli com a eina de construccio del gen

bop mutant.
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N

Introduccidé mutacio

de:r]?(:_R

Purificacio en gel d’agarosa.

Digestio amb enzims de restriccio,
purificacio i lligacio.

v

Transformaci6 en E.coli i
Creixemen%en placa.

Extraccid6 DNA plasmidic.

'

Comprobacio de la mutacid
per secuenciacio.

y

Digesti6 amb BamHI-HindIII,
purificacié de bop i lligacio.

Transformacio en E. coli.

v

Extraccio DNA plasmidic

Transformacio en H. Salinarum.

ﬁ Creixement.

Produccio i aillament de membrana purpura. Extracci6 de DNA plasmidic
i clonacio en E.ioli.
Estudis funcionals i estructurals. Recomprobaci6 per seqiienciacio.

Figura IV.1. Esquema d’obtenci6é dels mutants de bacteriorodopsina. Dintre del requadre es
troben inclosos aquells processos que es duen a terme a E.Coli.
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Un cop obtingut el gen mutat, I’expressio de la proteina mutant ja es duu a terme
en I’especie hoste per tal d’obtenir la proteina en el seu ambient natural, fet que en
aquest cas ¢és molt important tenint en compte que es tracta d’una proteina
transmembranal i que la membrana citoplasmatica d’H.salinarum t¢ una composicio
especial (Kates et al., 1982) (veure secci6 1.2).

Fins a I’any 1991, els mutants de bR s’obtenien mitjancant la expressio de
bacterioopsina en E.coli, la qual s’inseria en liposomes i posteriorment s’incubava amb
retinal tot-trans per formar bacteriorodopsina (Nassal et al., 1987). Aquesta
metodologia encara que era rapida no era fiable ja que quan posteriorment es va
aconseguir la seva expressio en H.salinarum es va observar que algunes caracteristiques
de la bR canviaven depenent de quin mutant s’expressava. El fet de que s’inseris el
retinal de manera artificial i de que I’ambient de lipids generats al liposomes fos diferent
a la de la membrana hoste devien fer que aquests mutants tinguessin propietats diferents

als obtinguts al bacteri original.

1V.1.2.1. Mutants R7E/E9R, Y79F i S193A

R7E/E9R Donada la proximitat d’aquests dos residus es va dissenyar un sol
oligonucleotid mutageénic que contingués les dues mutacions a 1’hora. Com que la
mutacid a introduir es troba al mig del fragment clonat (figura II1.1) és necessari la
realitzacio de dues rondes de PCR tal i com s’indica a la figura II1.3. E1 DNA motlle
que es va utilitzar a la PCR és el que conté la meitat del gen comprés entre les dianes
BamHI i ACC65 (pUCBM20-bop®”®) per tal de no tenir productes de PCR massa
extensos 1 per tal de no haver de seqiienciar fragments tant llargs (figura IV.2). Un cop
realitzades les dues rondes de PCR es reconstitueix el gen sencer i es seqiiencia per la
seva posterior expressio en H.salinarum.

Y79F En aquest cas en trobar-se la mutacié prop de la diana de restriccio
ACC65 només va ser necessari fer una Unica ronda de PCR ja que dintre de
I’oligonucleotid mutageénic s’ha inclos la diana de restricci6 ACC65 (figura IIL.1).
Aquest cop s’utilitza com a DNA motlle el fragment del gen bop comprés entre les
dianes ACC65 i HindlIII (figura I'V.3).

S193A En aquest cas va ser necessari fer dues rondes de PCR ja que la mutacio
a introduir es troba en mig del fragment clonat. Com a DNA motlle s’ha utilitzat el

plasmid amb el fragment bop clonat entre les dianes ACC65 i HindIII (figura IV.4).
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Figura l1V.2. Esquema d’obtencié del mutant R7E/E9R aplicable també al cas del mutant P8G i
P8W.
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FiguralV.3. Esquema d’obtencié del mutant Y79F aplicable també al mutant P77G.
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Figura IV.4. Esquema d’obtencié del mutant SI93A aplicable també als mutants D96N,
E194Q i P200G.

1V.1.2.2. Mutants P8G, P8W, P77G, P200G i P8G/P77G/P200G (3PG)
P8G i PBW Per realitzar aquests mutants s’ha utilitzat com a DNA motlle el

fragment del gen comprés entre les dianes BamHI i Acc65. Com que el nombre de

rondes de PCR realitzades han sigut dos, I’esquema de construccid es el mateix que per
al cas del mutant R7E/E9R de la figura IV.2.
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FiguralV.5. Esquema de construcci6 del triple mutant P8G/P77G/P200G.

P77G per realitzar aquest mutant es va a dur a terme el mateix protocol que en el
cas del mutant Y79F esquematitzat a la figura IV.3.

P200G
Acc65/HindIII (figura II1.1) sén dues les rondes de PCR necessaries com en el cas dels
mutants D96N, E194Q i S193A (figura IV 4).

Ja que la mutaci6 a introduir es troba en mig del fragment



83 V. Resultats i Discussio

P8G/P77G/P200G (3PG) El triple mutant es va realitzar aprofitant les dianes
uniques de restriccio existents entre les diferents mutacions mitjancant I’empalmament
de cadascuna de les mutacions individuals per digesti6 amb enzims de restriccid i

lligacio (figura IV.5).

1V.1.2.3. Mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q
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FiguralV.6. Esquema de construccio del mutant D96N/E194Q.
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D96N El DNA motlle utilitzat és el fragment del gen bop comprés entre les
dianes Acc65 i HindIIl clonat al plasmid pUCBM20. Aixi doncs el mecanisme
d’introduccid de la mutaci6 és el mateix que I’emprat pel mutant S193A (figura IV .4).

E194Q Aquest mutant va ser construit per una anterior companya del grup
(Sanz., 2000). El mecanisme que va utilitzat és I’esquematitzat a la figura I'V.4.

D96N/E194Q EI doble mutant va ser construit a partir dels mutants individuals
aprofitant D’existéncia d’una diana de restriccié unica, Accl (figura III.1) entre la

mutacid D96N 1 E194Q (veure figura [V.4)

V1.1.2.4. Obtencio de les bR mutants

Un cop que s’ha comprovat la preséncia de la mutacid correcta, mitjangant la
seqiienciacié del gen (veure seccio II.2.8), es realitza un escalat de creixement
d’H.salinarum fins a deu litres (veure seccid 111.1.5). Ja des del moment en el que es
procedeix a I’extraccidé de membrana purpura es poden observar canvis entre els

diferents mutants, com ¢és la densitat del sediment o el color de la membrana purpura.
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~ | , 36KDa
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Figura 1V.7. Mobilitat electroforética en SDS-PAGE en un gel del 15 %
d’acrilamida de (de dreta a esquerra): marcador de pes molecular, bR silvestre,
bR amb I’extrem C terminal hidrolitzat, bR tant amb hidrolisi a ’extrem C
terminal com entre els aminoacids 71 i 72. Estan indicats els pesos moleculars
en KDa de les bandes més importants de marcador, en aquest cas Wide Range
de Sigma.

Un cop que s’ha extret la MP es realitza un espectre d’absorci6 en el
espectrofotometre UV-visible entre 250 i 800 nm d’una mostra préviament adaptada a la

llum (veure seccio I11.3.5) ja que el coeficient d’extincidé molar és diferent per la forma
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adaptada a la llum 1 a la foscor. D’aquesta manera no solament determinem la
concentracio de la mostra (veure seccio I11.3.3) sind que també comprovem la puresa de
la MP obtinguda mitjancant la relacid Asss/As7o, la qual s’ha de trobar per sota de 2, i
I’abséncia de bandes corresponents a altres pigments de la membrana com la
bacterioruberina (veure seccio 1.2).

A més d’aquest control també es duu a terme una electroforési en gel de SDS-
PAGE no solament per comprovar la preséncia unica de la bacteriorodopsina, sind
tamb¢ per detectar si la proteina es troba en la seva forma nativa i no hi ha preséncia ni
de precursors ni es troba hidrolitzada entre els aminoacids 71 i 72 o de I’extrem C-
terminal (figura IV.7.)

La bR té un pes molecular de 26 KDa, pero el seu recorregut electroforétic no es
correspon amb el marcador de pes molecular. Aix0 es degut a que les proteines
utilitzades al marcador son solubles i la bR no ho es; amb SDS s'aconsegueix una
desnaturalitzacio parcial de la proteina produint-se solament una certa descompactacid
de les hélices.

Cal dir que Deficiéncia de produccié de bR depen de cada mutant. De bR
salvatge s’obtenen normalment uns 20 mg/l, en el cas dels mutants s’obtenen
generalment uns 10 mg/l1, excepte pels mutants P8G 1 3PG on només s’aconsegueix com
a molt uns 0,5 mg/l. Sembla ser que quan es substitueix la prolina 8 per una glicina
s’impedeix la formacié de bR, potser degut a la dificultat de la seva inserci6 en la
membrana citoplasmatica. El mutant P8W pero, té un nivell d’expressio de la bR
normal demostrant doncs, que I’abséncia de formacio de bR als mutants P8G 1 3PG no
¢s degut a I’abséncia d’aquesta prolina sin6 a la preséncia d’una glicina en aquesta
posicid. Seria interessant estudiar en el futur en quin nivell s’inhibeix la sintesi de la bR

en aquests mutants.

|V.2. Estudi dels mutants R7E/E9R, Y79F i S193A

Aquests residus es troben localitzats a la regid extracel'lular de la
bacteriorodopsina (figura IV.8). Tots aquests grups es troben propers a la via de pas del
proto i formen ponts d’hidrogen amb molécules d’aigua i grups involucrats en la xarxa

de ponts d’hidrogen entre la BS i la regi6 extracel-lular de la bR (veure secci6 1.10.1).
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Figura 1V.8. Model de la bR a partir de ’estructura resolta per
Luecke et al (1999a) on es troben indicats en purpura la molécula de
retinal, en vermell la Ser 193, en verd I’Arg 7, en groc el Glu 9 i en
negre la Tyr 79.

V.2.1. Objectiu de les mutacions

El doble mutant R7E/E9R s’ha construit amb la intencié d’estudiar si la inversid
de la carrega positiva i negativa d’aquests grups pot influir en 1’establiment de ponts
d’hidrogen amb la tirosina 79 per un costat, i amb les aigiies 415, 416 1 417 i la
metionina 60 per altre costat (figura 1.16. 1 1.20).

Per tal d’obtenir una aproximaci6 de les interaccions que es podrien donar en
aquests mutants s’han realitzat visualitzacions moleculars mitjangant el programa
Swiss Prot PDB Viewer (figura 1V.9). Aquest visualitzador es troba hospedat al
servidor de la base de dades de proteines “swiss prot”, i incorpora la funcié de mutar
aminoacids de I’estructura.

L’orientacié dels aminoacids mutats representats es correspon amb la
conformacié de minima energia, encara que aquesta no té perqué proporcionar la
correcta orientacié dels residus mutats. Aquest fet, junt amb el fet de que la
visualitzaci6 molecular no preveu canvis ni dels altres aminoacids no mutats ni de les
molécules d’aigua, fa que les interaccions i orientacions obtingudes per la visualitzacid

puguin ser diferents a les existents en la realitat. Per poder tenir una millor aproximacio
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dels canvis que es produeixen en mutar residus de la bR, s’haurien de portar a terme

calculs de dinamica molecular.

Figura IV.9. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen que es
produirien en el mutant R7E/E9R. En vermell estan representats els
atoms d’oxigen, en blau els de nitrogen i en groc el de sofre. Estuctura de
Luecke et al. (1999a).

L’aproximacié donada per visualitzaci6 del mutant R7E/E9R (figura IV.9)
mostra que les mutacions podrien produir un canvi important en les interaccions per
pont d’hidrogen trencant-se la interacci6 dels dos grups amb la tirosina 79. El
glutamic 7 no establiria un pont d’hidrogen amb la metionina 60 com ho fa I’arginina en
la mateixa posicio, pero si amb ’aigua 417. L’arginina 9 establiria uns ponts d’hidrogen
nous amb 1’arginina 82 i amb la treonina 205. Aixi doncs amb la introducci6 d’aquesta
mutacié es produiria un trencament de les interaccions entre les helices A-B 1 A-C,
formant-se noves interaccions entre les helices A-C, via I’arginina 82, 1 A-F, via la
treonina 205.

El mutant Y79F s’ha construit amb un objectiu similar. L’abséncia del grup
hidroxil de la fenilalanina 79 impediria que aquesta formés un pont d’hidrogen amb
I’arginina 7 i el glutamic 9 trencant-se aixi la interaccio entre les helices A i C. Per altra
banda la unié amb les aigiies 404 i 405 es trobaria inalterada ja que aquesta es dona

mitjancant 1’oxigen i el nitrogen de 1’enllag peptidic (figura IV.10).
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Figura IV.10. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen del
mutant Y79F. En vermell es troben representats els oxigens i en
blau els nitrogens. Estructura de Luecke et al. (1999a).

El motiu d’estudiar el mutant S193A ha sigut obtenir informacié sobre la seva
participacid en el mecanisme d’expulsié del proté al medi extracel-lular. En principi,
I’tinic pont d’hidrogen que es trencaria en realitzar la mutaci6 seria 1’establert entre
I’OG de la serina i ’OE1 del glutamic 204 (figura 1.17). L’altra interaccié del glutamic
204 amb I’alanina es trobaria intacte ja que en aquest enllag s’hi troba involucrat el
nitrogen de ’enllag peptidic de la serina que hi continua estant en mutar-la per una

alanina (Figura IV.11).

Figura IV.11. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen del
mutant S193A. En vermell es troben representats els oxigens i en
blau els nitrogens. Estructura de Luecke et al. (1999a).
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1V.2.2. ESTUDI ESTRUCTURAL

V.2.2.1. Espectre d' absorbancia i adaptaci6 [lum-foscor.

La bR posseeix un espectre d’absorbancia en el rang del UV-visible amb dues
bandes caracteristiques. La més ampla, compresa entre 500 1 700 nm, es correspon amb
I’absorbancia del retinal en el seu entorn natural a la bacteriorodopsina (figura IV.12.A),
i la més estreta, compresa 250 i 300 nm, es correspon amb 1’absorbancia dels triptofans
i tirosines de la proteina.

El maxim d’absorbancia de la bR depén de I’estat en que es trobi, adaptat a la
llum (LA) o adaptat a la foscor (DA) (veure secci6 1.5.2). La forma DA es caracteritza
per presentar un maxim d’absorbancia a 558 nm i un coeficient d’extincié molar, €, de
58000 M cm™. La il-luminaci6 d’aquesta forma dona lloc a la forma LA que presenta
un maxim d’absorbancia 10 nm desplagat cap al vermell, 568 nm, i un augment

aproximat del 10 % de la &, 63000 M cm™ (figura IV.12.A).
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Figura 1V.12. (A) Espectres d’absorcio de la bR silvestre en la seva forma
adaptada a la llum (LA), linia discontinua, i a la foscor (DA), linia continua,
en 150 mM KCI, pH 7 i temperatura ambient. (B) Espectre de diferéncia
entre les formes LA i DA.

En I’espectre de diferéncia entre les formes LA i DA (figura IV.12.B) s’observa,

a més d’una banda negativa a 500 nm i una banda positiva a 590 nm, la preséncia de
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quatre petites bandes d’absorcio entre 350 i 450 nm anomenades bandes . Aquests
canvis es produeixen com a conseqiiéncia del canvi d’isomeritzacié del retinal des de
13-cis/tot-trans (2:1) a 100 % tot-trans en passar de la forma DA a LA (veure seccid
[.5.2).

L’espectre d’absorbancia caracteristic de la bR ve donada per les caracteristiques
de I’entorn del retinal, sobre tot pel contraié de la BS (veure seccio 1.5.1). Qualsevol
alteracid en aquest entorn pot produir una deslocalitzacid electronica diferent del retinal,
canviant el seu espectre d’absorbancia. Aixi doncs, la introduccié de mutacions en la bR
pot alterar I’entorn del cromofor traduint-se en un maxim d’absorbancia diferent. Ja que
les mutacions que s’estudien en aquest treball poden alterar la xarxa de ponts
d’hidrogen entre 1’Asp 85 1 la part extracel-lular, indirectament podrien alterar I’entorn
del retinal. Es per aquest motiu que la primera caracteristica dels mutants a tenir en
compte és el seu espectre d’absorbancia.

Els mutants R7E/E9R 1 Y79F presenten uns maxims d’absorbancia normals tant
per la forma DA com LA (taula IV.2), indicant que les mutacions introduides, tot i que
podrien alterar la xarxa de ponts d’hidrogen, sembla ser que no afecten de manera
important I’entorn del retinal en cap de les dues formes. El mutant S193A pero, presenta
uns maxims lleugerament alterats indicant la influéncia d’aquesta mutacié sobre

I’entorn del retinal.

Taula IV.2. Maxim d’absorbancia (en nm) de mostres de bR en 150
mM KCI, pH 7, i temperatura ambient per a les formes LA i DA.

Mostra Adaptat a la llum Adaptat a la foscor
bR silvestre 568 558
R7E/E9R 568 559
Y79F 569 560
S193A 570 562

Per altra banda el temps d’adaptaci6 a la foscor també és una caracteristica que
cal tenir en compte per determinar el possible efecte de les mutacions sobre 1’entorn del
retinal. La bR silvestre adaptada a la llum, retorna a la seva forma adaptada a la foscor
en mitja hora a temperatura ambient o en unes 12 h a 4° C, en abséncia d’il-luminaci6
(veure seccio 1.5.2). El temps d’adaptacio a la foscor és similar en els mutants R7E/E9R

1 Y79F, corroborant aixi I’abséncia de canvis importants en 1’entorn del retinal en



91 V. Resultats i Discussio

realitzar aquestes mutacions. El mutant S193A pero, mostra una alteracié important en
el temps de adaptacio a la foscor, sent necessari de 1’ordre d’un mes a 4° C o de tres dies
a temperatura ambient per obtenir la forma adaptada a la foscor. Aquesta mutaci6 aixi
doncs, no solament produeix un petit desplacament en el maxim d’absorbancia sin6é que
també produeix una alteracié en la cinética d’isomeritzaci6 del retinal des de 13-Cis a

tot-trans.

1V.2.2.2. Comportament de la bR front I’ acidificacié del medi

Quan es disminueix el pH del medi d’una mostra de bR silvestre adaptada a la
foscor, s’observa que el maxim d’absorbancia de la proteina es va desplacant des de 558
a 605 nm (figura IV.13.A). Aquesta forma que absorbeix a 605 nm és I’anomenada
forma blava obtinguda com a conseqiiéncia de la protonacié de 1’aspartic 85 (veure
seccid 1.8.3). Aquest fenomen es coneix com a transicié purpura — blau degut al color
caracteristic de les dues formes.

Com ja s’ha comentat a la introducci6 (veure seccid 1.5.1) I’Asp 85 forma part
del contrai6 de la BS de manera que canvis en el seu estat de protonacié afecten de
manera important 1’entorn del retinal, la qual cosa es tradueix en un canvi de 1’espectre
d’absorbancia de la bR.

Els espectres de diferéncia [bRpui -pHieutre] (figura IV.13.B) mostren un maxim a
632 nm com a conseqiiencia de I’aparici6 de forma blava en disminuir el pH, i un
minim a 543 nm per la desaparicié de la forma parpura, amb un punt isosbéstic a 592
nm. Els espectres representats a aquesta figura son de la titracio realitzada en 75 mM de
Na,S04 en comptes de en 150 mM de KCI com es fa freqiientment. Encara que en totes
dues condicions les caracteristiques dels espectres son les mateixes, s’ha representat
I’experiment realitzat en abséncia d‘ions clor per tal d’evitar la formacié de bR purpura
acida (veure seccid 1.9.1) 1 aixi poder observar més clarament la forma blava de la
proteina. La representaci6 dels canvis d’absorbancia a 630 nm en funcié del pH dona
una grafica, I’ajustament de la qual a una equaci6 sigmoidal, dona un punt d’inflexio
que equival al pK, de la transici6é purpura-blau, o el que és el mateix, el pK, de I’Asp 85
(Figura IV.14).

El pK, obtingut no es el pK, real de ’aspartic 85, sind que és 1’ aparent. Aixo0 és
degut al fet de que el pH mesurat per I’eléctrode no €s el mateix que el pH existent a la

superficie de la membrana, ja que el fet de que la membrana purpura es trobi



V. Resultatsi Discussio

92

carregada negativament fa que s’exerceixi una atraccio electrostatica dels protons del

medi, generant-se aixi un pH superficial menor que el del medi. Aixi doncs el pK, real

es trobaria per sota de 1’estimat.
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Figura IV.13. (A) Espectres d’absorcié de la bR silvestre a diferents
pH en 75 mM de Na,SO, i adaptada a la foscor. Valors de pH; (de 1’1
al 9) pH 6,0; 4,5; 3,3; 3,1; 2,8; 2,5; 2,2; 1,9 1 1,6. (B) Espectres de
diferéncia entre pH; i pH 6,0.
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Al nostre laboratori es calcula sistematicament aquest pK, com a minim sota tres

condicions de for¢a ionica del medi diferents: 150 mM KCI, H,O i1 bR desionitzada i en

determinades ocasions en 75 mM de Na,SO,. El sentit de fer I’experiment en aquestes

condicions és determinar si la major o menor preseéncia de cations afecta de diferent

manera al pK, de I’Asp 85.

A la taula IV.3 es mostren els valors de pK, en aquestes tres condicions per als

diferents mutants i bR silvestre. Fixant-nos només als valors de la proteina silvestre,

s’observa com a mesura que es va disminuint la concentracié d’ions en el medi i per lo

tant en la proteina es va produint un augment en el pK, de la transicid. En el cas de

I’augment de 0,5 unitats de pH entre 150 mM KCI 1 HO és deu a que quan hi ha

preséncia de K al medi, aquests es disposen al voltant de la superficie de la MP
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apantallant les carregues negatives. Quan la bR esta suspesa en medi aquds mancat de
K" aquestes carregues negatives es troben desapantallades i es produeix un augment de
la carrega superficial negativa, d’aquesta manera els protons del medi serien més atrets
per la superficie produint-se aixi una disminucié del pH superficial. D’aquesta manera
encara que amb I’eléctrode es mesuri un pH de 3,2 en el medi aquos, en realitat al
voltant de la membrana seria de 2,7. Aixi doncs es suposa que el pK, real o intrinsec
seria el mateix en 150 mM de KCl i en aigua.

Taula IV.3. pK, de la transicio parpura-blau en diferents condicions per
la bR silvestre i bR mutants. Amb asterisc es troben indicats aquells
valors que es considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.
Els valors que no tenen especificat I’error es deu a que aquest €s inferior

a0,l.

Mostra 150 mM KCl1 H,O Desionitzada
bR silvestre 2,7 3,2 5,5
R7E/E9R 2,4* 39+0,1% 5,5+0,1
Y79F 3,1% 5,0% 5,9%
S193A 2,4* 4,1 +£0,2* 4,7*

En el cas de la bR desionitzada el pK, de I’ Asp 85 presenta una diferéncia de 2,3
unitats de pH comparat amb el pK, en H,O. Aquest gran increment es deu en part a
I’encara major disminucié del pH superficial en extreure tots els cations de la proteina
(Kimura et al., 1984), perd majoritariament seria degut als canvis produits a la bR quan
s’extrauen els cations units als seus lloc d’uni6 (Jonas et al., 1991).

A la figura IV.14. es mostren les corbes de la transicié purpura-blau per als tres
mutants i bR silvestre adaptats a la foscor, en 150 mM KCI a temperatura ambient.

R7E/E9R: El pK, de I’Asp 85 en 150 mM KCl en aquest mutant disminueix 0,3
unitats de pH respecte a la bR silvestre. Aquest fet indicaria que la mutacid esta alterant
sensiblement I’entorn de 1’aspartic 85, suficientment com per a canviar el seu pK,. En
H,O hi ha un petit augment del pK, segurament degut a que els cations extracel-lulars
tenen una menor afinitat pels seus llocs especifics d’uni6 i en aigua aquests cations es
separarien parcialment, en equilibri amb els cations dissolts en aigua. El pK, de la forma
desionitzada és igual a 1’obtingut a la bR silvestre indicant que la mutacié en si no
produiria cap canvi en el pK, de I’Asp 85, i que segurament les diferéncies obtingudes
en 150 mM de KCI i H,O es produeixen com a conseqiiéncia de ’alteracio dels llocs

d’unid dels cations en aquest mutant.
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Figura 1V.14. Representacio de I’increment d’absorbancia a 630 nm en
funcio del pH dels mutants indicats, adaptats a la foscor i en 150 mM KCI.

Y79F: Les dades de pK, de a la taula IV.3, mostren com la substituci6 de la
tirosina 79 per una fenilalanina dona lloc al major canvi en el pK, de I’Asp 85 comparat
amb els altres mutants, en les tres condicions estudiades. En 150 mM KCI s’observa un
increment de 0,4 unitats de pH comparat amb la bR silvestre; aquest petit canvi es
traduiria en el canvi d’entorn de I’Asp 85 que es produiria en mutar la tirosina 79. El
canvi més important es produeix quan el mutant es suspén en H,O ja que hi ha una
diferéncia d’1,8 unitats de pH comparat amb la bR silvestre. El fet de que la forma
desionitzada del mutant Y79F presenti un pK, 0,4 unitats de pH per sobre de 1’obtingut
per la bR silvestre indica que la introduccié de la mutacié produeix canvis independents
de la presencia o de 1’abséncia de cations a la proteina. Com que la diferéncia entre el
mutant i la bR silvestre en 150 mM KCI i desionitzada és la mateixa, 0,4 unitats de pH,
fa suposar que 1’abséncia de cations no agreuja les diferéncies entre ambdues mostres.
El fet pero, de que en H,O el mutant presenti un pK, tan elevat fa pensar que aquest
augment no seria solament degut a un efecte directe de la mutacid sobre I’entorn de
1I’Asp 85, sind que també podria ser degut a una uni6 més feble dels cations en aquest.
Aixi doncs, quan es suspen la bR en H,O aquests cations tendeixen a separar-se de la
bR en equilibri amb ’aigua, de manera que el contingut de cations del mutant en H,O
seria menor que en cas de la bR silvestre.

S193A: Pel que fa a aquest mutant també es produiria un canvi en 1’entorn del
retinal com mostra la disminuci6 del pK, de I’Asp 85 tant a 150 mM KCI com en la

forma desionitzada. El fet de que en H,O el pK, sigui una mica elevat amb respecte la
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bR silvestre, fa pensar que la seva mutacio també afectaria sensiblement 1’afinitat dels
cations en la part extracel-lular. La menor diferéncia entre el pK, en aigua i forma

desionitzada en aquest mutant respecte a la bR silvestre recolgaria aquesta idea.

Resum i interpretacié del resultats d’acidificacio.

e La mutacié R7E/E9R afecta indirectament el pK, de I’Asp 85 via una menor
afinitat dels cations. La menor afinitat del possible cati6 localitzat al voltant del
glutamic 9 (Sanz et al., 2001) podria ser el responsable dels canvis en I’entorn
del retinal. La menor diferéncia entre el pK, en H,O i la forma desionitzada (1,6)
comparat amb la bR silvestre (2,3) recolzaria aquesta hipotesi.

e La mutacié Y79F altera directa i indirectament el pK, de I’Asp 85. Aquest
mutant presentaria una menor afinitat dels cations que el mutant R7E/E9R sent
la diferéncia entre aigua 1 forma desionitzada tan sols de 0,9.

e El mutant S193A no solament indueix una alteracié del pK, de I’Asp 85 sind
que també ¢€s el mutant que semblaria tenir la menor afinitat de cations dels tres
mutants tal 1 com ho mostra la baixa diferéncia de 0,6 unitats de pH entre les

condicions de titracid en aigua i desionitzada.

IV.2.2.3. Comportament de la bR front I’ alcalinitzacio del medi

En alcalinitzar el medi d’una suspensiéo de bR poden observar-se una série de
canvis espectroscopics com a conseqiiencia de 1’aparicié i desaparici6 de diferents
especies. A la figura IV.15 es mostren els espectres d’absorbancia i diferéncia en
alcalinitzar el medi d’una mostra de bR silvestre en 150 mM KCI. En la figura IV.15.A
es pot apreciar com a mesura que es va incrementant el pH es produeix un desplacament
del maxim d’absorbancia cap al blau i una posterior aparicié d’una especie absorbent
cap a la regi6 de 350 nm.

Els espectres de diferéncia de la figura IV.15.B mostren com hi ha involucrades
tres especies diferents en el procés d’alcalinitzacio, I’especie absorbent a 570 nm
corresponent a la forma parpura, la forma de 470 nm anomenada forma vermella (veure
secci6 1.9.2) 1 la forma a 365 nm corresponent a 1’aparicié de retinal fora del seu entorn
normal en la proteina i per tant a la pérdua del color de la proteina, anomenat per aquest

motiu forma blanquejada.
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Figura 1V.15. (A) Espectres d’absorcio de la bR silvestre en alcalinitzar
el medi des de pH 6 fins pH 12,7 en 150 mM KCI i sobre mostres
adaptades a la foscor. Valors de pH; (de I’1 al 12) 6,0; 7,7; 9,2; 9,7; 10,5;
11,0; 11,7; 12,1; 12,2; 12,4; 12,7 i 12,8. (B) Espectres de diferéncia de
pH; menys pH 6.0.

Per tal de determinar en quin moment apareix cadascuna d’aquestes especies, a
la figura IV.16 s’ha representat Ilur evolucié en funcié del pH. A partir de pH 11 es pot
comengar a observar una important desaparicio de la forma purpura que dona lloc a les
formes vermella i blanquejada. La forma vermella apareix sensiblement abans que el
retinal lliure, ja que aquesta primera espécie seria precursora de la segona. El pK,
d’aparicié de la forma 365 nm es troba al voltant de 12,7 i es considera el pK, de
desnaturalitzaci6 de la bR.

Aixi doncs en augmentar el pH del medi el primer canvi evident que s’observa
¢s ’aparicid de la forma vermella absorbint a 470 nm. Aquesta espécie es correspon
amb una bR amb Base de Schiff desprotonada tal i com indiquen estudis
d’espectroscopia de Raman (Druckmann et al.,, 1982). Aquesta forma vermella és
reversible ja que si es baixa el pH per sota d’11 es recupera la bR purpura en la seva
totalitat. Aquesta forma és estable pero no indefinidament ja que al cap del temps acaba
donant I’especie de 365 nm. El pK, d’aparicié de forma vermella, de desprotonaci6 de

la BS per tant, donada per la corba representada a la figura [V.16 dona un valor de 12,3.
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Com que per sobre d’aquest valor es comenca a produir la desnaturalitzacié de la bR,
I’aparici6 de la forma vermella es veu emmascarada quan part d’aquesta forma es
comenga a convertir en forma blanquejada. Aixi doncs, encara que a partir de pH 12,6
es comenga a veure un descens en la quantitat de forma vermella, en realitat aquesta es
continuaria formant i per lo tant el pK, de la BS es trobaria per sobre de 12,3. Diversos
treballs de fet, determinen el pK, de la BS per sobre de 12,4 (Druckmann et al., 1982;
Balashov et al., 1991) i no estableixen cap valor concret. El calcul de la corba de titracid
duta a terme per Druckmann et al. (1982) donen un valor de pK, real de la forma
vermella al voltant de 13,3.

Balashov et al. (1991) van determinar que la forma vermella es forma en dues
fases, la primera d’elles amb un pK, de 9,0 on es formaria el 6 % de bR vermella,
mentre que a la segona, amb un pK, per sobre de 12,1, es formaria el 94 % restant. De
fet, si fem aquest calcul a partir de la corba de forma vermella de la figura IV.16 veiem

com a un pH al voltant de 10 hi haun 1 % de bR 470pm.

0.4 -4 —®--570 nm
| —®-470nm
365 nm pK,12.7

Absorbancia

pH

Figura IV.16. Representacio del canvi d’absorbancia a 563 nm, 465nm i
363nm en funcio6 del pH per la bR silvestre en 150 mM KCI adaptada a la
foscor 1 a temperatura ambient. Cada grafica esta ajustada a una funcio
sigmoidal el punt d’inflexié de la qual és el pK, de desaparici6é de cada
forma.

Un cop formada la bR blanquejada el procés és reversible inicament durant els
30 primers segons; passat aquest temps el procés és totalment irreversible (Druckmann
et al., 1982). Encara no esta clar si aquesta espécie apareix com a conseqiiéncia de la

ruptura de la BS 1 conseqiient alliberament del retinal, o degut a una desnaturalitzacio de
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la proteina, produint-se una obertura de les helices que permetrien I’entrada de

molecules d’aigua, canviant aixi I’entorn del retinal 1 per tant el seu espectre d’absorcio.

0.8 ———
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FiguralV.17. Espectres de diferéncia entre pH;, indicats a sota, i pH neutre. Els
espectres d’absorcié es varen obtenir a partir de mostres resuspeses en 150 mM
de KCI i adaptades a la foscor dels mutants R7E/E9R, Y79F i S193A. On:
R7E/E9R amb pH; (de I’1 al 12): 6,3; 7,4; 8,5; 9,4; 10,4; 11,0; 11,5; 11,8; 12,3;
12,6; 12,91 13,1. Y79F amb pH; (de I’1 al 12): 6.4; 7.6; 8,7; 9,4; 10,6; 11,3; 12;
12,5; 12,8; 13,0; 13,2 1 13,4. i el mutant S193A amb pH; (de I'1 al 12): 6,3; 9,2;
9,5;10,2;10,9; 11,4; 11,8; 12,0; 12,3; 12,6; 12,911 13,1.

A la figura IV.16 es pot apreciar que abans de produir-se una important

disminucié de bR plrpura a partir de pH 11, s’observa un petit descens en la quantitat
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de forma purpura. Aquest descens €és quasi inapreciable sota les nostres condicions de
treball, ja que per detectar-lo més clarament s’ha de treballar a valors de concentracio
per sobre de 40 uM. Aquesta petita disminucié de bR purpura, que s’observa en
alcalinitzar el medi, ha sigut descrita per Balashov et al, (1991) com ’aparicio de tres
transicions. La primera d’elles es correspon amb un petit desplagament d’1,5 nm del
maxim d’absorbancia cap al vermell formant-se la denominada forma alcalina amb un
pKa de 9,0 en 150 mM de KCI que es diferent al 6 % de forma vermella formada.
Aquesta especie vindria com a conseqliencia de la desprotonacié d’una tirosina. La
segona petita transicid, pK, 9,5, es correspon amb una transicié purpura-blau degut a
I’augment del pK, de I’Asp 85 des de 2,6 a 7,2 en desprotonar-se el grup alliberador del
protd (veure seccid 1.7.1), 1 que es troba acoblat a I’aspartic 85 (Balashov et al., 1993,
1995, 1996). Abans de comencar a aparcixer forma vermella apareix encara una tercera
transici6 constituida per la desprotonacid de dues tirosines quan s’incrementa el pH per
sobre de 10. Aquestes tirosines tenen un pk, de 10,31 11,3 en 150 mM KCI (Balashov
etal., 1991).

A la figura IV.17 estan representats els espectres de diferencia dels mutants
R7E/E9R, Y79F i S193A en incrementar el pH des de pH neutre fins a valors de pH al
voltant de 13. A les grafiques es pot apreciar com en tots tres mutants hi ha un
comportament front a 1’alcalinitzacié del medi molt similar al obtingut a la bR silvestre.
Observant ’evolucié de cadascuna de les especies representades a la figura IV.18 pero,
s’evidencien certes diferéncies en el pH d’inici d’aparicié de la forma vermella en els
mutants R7E/E9R 1 Y79F. Es pot observar que I'increment de la forma vermella en
aquest mutants es produeix al voltant de pH 8, unes tres unitats de pH per sota de la bR
silvestre. El fort increment pero, de la forma 470 nm es continua donant a pH 11.
Aquest fet indicaria que hi haurien petites proporcions de molécules de bR que estarien
desprotonant la seva BS. La ruptura dels ponts d’hidrogen establerts per aquest dos
grups podria provocar un canvi en 1’entorn del retinal que produis una certa disminucio
en el pK, de la BS.

Fent el mateix calcul de formacié de bR vermella que es va fer per la bR
silvestre a pH 10 s’observa que en el mutant R7E/E9R es forma un 31 % de bR
vermella a aquest pH, comparat amb 1’1 % obtingut a la bR silvestre. En el mutant
Y79F es forma un 24 % de forma vermella, en aquest cas també molt incrementat

respecte a la bR silvestre. Aixi doncs, en aquest dos mutants no solament hi ha una
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aparicio de forma vermella a valors del pH més petits que a la bR silvestre sind que a
més apareix en una proporcid entre 20 1 30 vegades major. En canvi, el mutant S193A

no presenta pre-formacié de forma vermella.
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Figura 1V.18. Representacio del canvi d’absorbancia a 570 nm, 470 nm i
365 nm en funcié del pH per als mutants R7E/E9R, Y79F 1 S193A en 150
mM KCl, temperatura ambient i adaptats a la foscor. Els valors s’han
obtingut a partir dels espectres de diferencia de la figura IV16.B.

A la taula IV.4 estan representats els valors de pK, de desnaturalitzaci6 de la bR
silvestre 1 els diferents mutants extret a partir de les sigmoidals ajustades a les corbes
d’aparici6 de la forma blanquejada. De la taula se’n pot extreure que aquestes mutacions
practicament no produeixen canvis en el pK, de desnaturalitzaci6 de la proteina. Aixo

indicaria que l‘aparicid de bR vermella a valors més petits del pH en aquest dos
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mutants, no es tradueix en una desestabilitzacié de la proteina, suggerint que aquesta
forma vermella és molt més estable que la bR vermella formada a pH elevats.

Taula IV.4. Valors de pK, de desnaturalitzacio alcalina de la
bR silvestre i bR mutants adaptats a la foscor en 150 mM KCl i
temperatura ambient.

Mostra pK, desnaturalitzacio
bR silvestre 12,8 £0,1
R7E/E9R 12,6 £0,1
Y79F 13,0£0,1
S193A 12,6 £0,2

Aquest fet doncs indicaria que la desnaturalitzacié de la bR no solament ve
donada per la desprotonacio de la BS, siné que hi ha d’haver altres processos produits a
pH alcalins que no apareixen a pH neutres que ajuden a la desnaturalitzacio. Potser la
desprotonaci6 de les tirosines (Balashov et al.,1991) és una condicié necessaria per que

la desprotonacio6 de la BS doni lloc a la desnaturalitzacié de la proteina.
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Figura 1V.19. Representacio dels canvis d’absorbancia a 570 nm en funcié del
pH per la bR silvestre i els mutants R7E/E9R, Y79F i S193A en 150 mM KCl,
adaptats a la foscor i temperatura ambient. Aquests valors s’han obtingut a partir
dels espectres de diferéncia de la figura IV.17. Els valors han estat normalitzats
entre 01—1.

Cal fer notar també que la representacio del canvis d’absorbancia a 570 nm en
funcio del pH (figura IV.19) mostra clarament una igualtat en el pK, de

desnaturalitzaci6 de les bR mutants, pero el que és més interessant és 1’apreciacid de
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que els mutants R7E/E9R 1 Y79F presenten una major disminucié de I’absorbancia a
570 nm com a conseqiiencia de 1’aparicidé preco¢ de forma vermella, de manera més

important en el mutant R7E/E9R.

IV.2.2.4. Reacci6 de la hidroxilamina amb la Base de Schiff

Quan Ia bR silvestre s’incuba amb hidroxilamina sota condicions d’il-luminacio,
aquesta €s capac de penetrar dintre de la proteina i reaccionar amb la BS hidrolitzant
I’enllag del retinal amb la proteina obtenint-se el retinal lliure per un costat i la
bacterioopsina per I’altra (Oesterhelt et al., 1971; Oesterhelt et al., 1973c). El cromofor
perd no s’allibera en forma de retinal sind en forma de retinal-oxima: retinal unit
covalentment a la hidroxilamina (Oesterhelt et al., 1971; Oesterhelt et al., 1974b) que es
queda unida a la membrana. Quan aquesta incubacid es realitza a les fosques
I’accessibilitat de la hidroxilamina és molt petita de manera que el temps de reacciod de
la hidroxilamina és molt llarg (Oesterhelt et al., 1973c; Subramaniam et al., 1991). En
canvi, quan la incubacio es duu a terme sota il-luminacid, gracies a I’obertura de les
helices durant el fotocicle, la hidroxilamina penetra més facilment accelerant aixi, la
reacci6 d‘hidrolisi del retinal (Oesterhelt et al., 1973c¢).

La manera en que la preséncia de llum afavoreix la reaccio de la hidroxilamina
¢s un tema encara controvertit. En un principi es van realitzar diferents estudis que van
proposar que la reaccié de la hidroxilamina es produia durant D’intermediari M
(Oesterhelt et al., 1974b; Oesterhelt et al 1974c). Estudis més recents pero, postulen
que la reaccido de la hidroxilamina tindria lloc posteriorment a la isomeritzacio del
retinal des de tot-trans a 13-cis, en ’intermediari K (veure secci6 1.6.2). Ja que aquest
intermediari és molt curt seria durant I’intermediari L quan es produiria la reaccid ja que
estudis sobre mutants amb un intermediari M molt més llarg que la bR silvestre no
tenen una reaccié amb la hidroxilamina més rapida (Subramaniam et al., 1991). Estudis
recents amb analegs de retinal amb capacitat d’isomeritzacid bloquejada no mostren una
diferéncia en la velocitat de reaccié de la hidroxilamina, qliestionant-se aixi que la
isomeritzacid sigui necessaria per induir la reaccio (Rousso et al., 1998).

En un principi es creia que el lloc d’entrada de la hidroxilamina dins de la bR es
donava per la part extracel-lular (Subramaniam et al., 1991) degut a que aquesta part és
més hidrofilica 1 és menys compacta que la part citoplasmatica. No obstant, estudis de

microscopia de for¢a atdmica (AFM) de mostres de bR tractades amb hidroxilamina van
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mostrar que I’entrada de la molécula es pot donar pels dos extrems de la proteina
(Moller et al., 2000). En aquests mateixos estudis es va observar que a mesura que
s’il'lumina la mostra en preséncia d’hidroxilamina, els fragments de membrana purpura
es van trencant en fragments cada vegada més petits. Aquest fet mostra que el retinal no
tan sols determina la compactaci6 de les helices de la bR sind també la correcta
ordenacio de la bR en la membrana ptrpura.

La bacterioopsina obtinguda mitjangant incubacid amb hidroxilamina pot ser
regenerada en quasi tota la seva totalitat addicionant retinal en forma 13-CiS o tot-trans
regenerant-se més lentament amb aquesta tltima forma. Els isomers 9-cis i 11-Cis no
son capagos de regenerar la forma parpura, encara que la forma 11-Cis si que pot fer-ho
sota condicions d’il-luminacié passant primerament per la forma tot-trans (Oesterhelt et

al., 1974c).
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Figura IV.20. Espectres d’absorcio de la bR silvestre al llarg del temps
incubant en 1 M d’hidroxilamina, 150 mM KCI tamp¢ fosfat, pH 7, 300
lux d’il-luminacio i temperatura ambient. Les fletxes indiquen la direccio
del canvi.

Els canvis produits poden ser seguits espectroscopicament al llarg del temps
d’incubaci6. A la figura IV.20 es presenten els espectres d’absorbancia de bR silvestre
en 150 mM de fosfat sodic, 1 M d‘hidroxilamina, pH 7,0 en preséncia de 300 lux de
llum blanca i temperatura ambient. La preseéncia de dues uniques bandes indica que es
doéna una tnica transicid en aquest procés, on la banda corresponent a la membrana
purpura es va transformant en la banda corresponent a retinal lliure en forma de retinal-

oxima.
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La representacié dels canvis d’absorbancia a 570 nm en funci6 del temps déna

una grafica decreixent monoexponencial 1 I’equacié ajustada dona el temps mitja

d’hidrolisi completa del retinal (figura IV.21).
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Figura IV.21. Cinétiques de desaparici6 de la banda a 570 nm en preséncia de 1 M
d’hidroxilamina, 150 mM tampé fosfat, pH 7,0 i temperatura ambient. Els simbols en negre es
corresponen a la incubacid realitzada sota condicions de foscor i els simbols buits en condicions

de’il-luminacid a 300 lux. Per a la bR silvestre i els mutants R7E/E9R, Y79F 1 S193A.

Es varen realitzar experiments d’incubacid6 amb hidroxilamina en abseéncia i

presencia d‘il-luminacié amb els diferents mutants per tal de determinar 1’accessibilitat

de la BS per la hidroxilamina i aixi deduir indirectament canvis estructurals en la

proteina.

Taula 1V.5. Valors de t;,, per la bR silvestre i mutants del procés
de reaccio amb la hidroxilamina sota condicions d’il-luminacio i
de foscor. A partir dels ajustos a exponencials de primer ordre
s’han obtingut els valors de 1. El valor de t;; s’obté multiplicant
el valor de la t per In2. Amb asterisc estan indicats aquells valors
que es considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Mutant t12 (min) llum t1/2 (min) foscor
bR silvestre 180+ 17 10540 + 600
R7E/E9R 175 £ 11 3122 + 12*
Y79F 148 £ 10* 1693 + 26*
S193A 49 £ 2% 3583 £ 101*

L’accessibilitat de la hidroxilamina pel retinal en aquests mutants en condicions

de foscor es veu forga facilitada (figura IV.21). A la taula IV.5 es pot observar que la

velocitat de reaccid de la hidroxilamina en els mutants R7E/E9R 1 S193A és més del
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doble de rapid que en la bR silvestre, fet que es veu més incrementat en el cas del
mutant Y79F. La ruptura de la interacci6 per pont d’hidrogen entre les helices A-B 1 A-
C en el mutant R7E/E9R (figura IV.9) podria ser el causant d’una menor compactacio6
/0 major inestabilitat d’aquestes hé¢lices, malgrat que es podria veure contrarestada
parcialment per ’establiment de noves interaccions entre les helices A-C 1 A-G. Per
altra banda, 1’augment d’accessibilitat observat al mutar la tirosina 79 per una
fenilalanina es podria deure a la ruptura de la doble interaccid per pont d’hidrogen entre
la fenilalanina 79 amb I’arginina 7 i el glutamic 9 (figura IV.10). El mutant S193A en
perdre una de les dues interaccions entre els residus 193 i 204 (figura IV.11) debilitaria
la interacci6 entre les helices F 1 G disminuint la compactacio de les helices 1 afavorir
aixi la penetracio de la hidroxilamina dintre de la proteina.

Observant les dades obtingudes sota il-luminacid, podem veure que la velocitat
de reaccid de I’hidroxilamina en el mutant SI93A és també més elevada que per la bR
silvestre, indicant que durant el fotocicle hi ha una major mobilitat de les helices. Els
altres dos mutants, pero, presenten un valor de temps mitja molt semblant a la bR

silvestre.

Estudis de reactivitat de la hidroxilamina en condicions de foscor sobre
monomers de bR mostren que hi ha una important acceleracié en la velocitat de reaccio
de la hidroxilamina comparat amb la bR inclosa en la membrana plrpura (Subramaniam
et al., 1991). Aquest fet indicaria que les interaccions establertes entre els monomers i
lipids dels trimers contribuirien a una major compactacié de les hélices. El fet de que
aquests tres mutants presentin una major reactivitat per la hidroxilamina a les fosques fa
pensar, que els ponts d’hidrogen en els qual participen, no solament podrien ser
importants en la compactacié de les helices si no que també podrien participar en la

formacié d’interaccions entre els diferents monomers i/o amb els lipids voltants.

1V.2.2.5. Estabilitat termica de la bR
IV.2.2.5.1. Espectroscopia UV-Vis

Quan s’incrementa la temperatura d’una mostra de bR es produeixen una serie
de canvis abans de la seva desnaturalitzaci6. A la figura IV.22 es mostren els espectres

d’absorbancia (A) i diferéncia (B) d’una mostra de bR silvestre en aigua, pH 7,0 en
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funcié de la temperatura. Es pot observar que a mesura que es va incrementant la
temperatura van apareixent i desapareixent diferent especies. A la figura V.23 es
representa ’evolucié de cadascuna de les especies en funcié de la temperatura. La
primera espécie que apareix és 1I’anomenada forma blava, absorbint a 630 nm, que
comenga a apareixer sobre els 50° C. Aquesta espécie es formaria com a conseqiiéncia
de I’alliberament de cations en incrementar la temperatura i la subseqilient protonacid
parcial de I’Asp 85 en incrementar el seu pK, en la seva forma desionitzada. La segiient
especie en apareixer, vers els 70° C, és la forma absorbint a 450 nm (Brouillette et al.,
1987). A 80° C es comenga a produir la desnaturalitzaci6 de la bR en termes d’obertura
de les seves helices donant lloc a I’especie absorbent a 385 nm corresponent al retinal
hidrolitzat, situat fora del seu entorn proteic normal (Jackson et al., 1978; Broillette et
al., 1987). Als 95° C s’hauria produit la maxima desnaturalitzacié de la proteina amb
una Ty, de 90° C, donada pel punt d’inflexié de 1’ajust sigmoidal de la corba d’aparicio

de retinal lliure (figura IV.23).
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Figura 1V.22. (A) Espectres d’absorbancia en funcio de la
temperatura per una mostra de bR silvestre en aigua, pH 7,0 i
adaptada a la foscor. De I’1 al 16 espectres creixents de 5 en 5° C des
de 20 a 95° C. (B) Espectres de diferéncia dels espectres de A i
I’espectre a 20° C.



107 V. Resultats i Discussio

L’estudi de I’estabilitat térmica de la bR a pH 4,0 (figura IV.23) mostra una
aparici6 de forma blava molt més primerenca que a pH 7,0, on a 20° C la seva aparicid
ja es troba comencgada, ja que a pH més baix els cations estarien units més debilment a
la proteina. Sota aquestes condicions de pH no s’aprecia cap aparicio de forma
vermella. La forma de bR desnaturalitzada comenga a aparéixer als 60° C amb una Ty,
de desnaturalitzacié de 68° C, uns 20° per sota que a pH 7,0. Aquest increment en la
desestabilitzacio térmica de la bR a pH acid es degut probablement a la protonacio de

diferents grups i al desplagament d’alguns cations dels seus llocs d’uni6.
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Figura IV.23. Representacio dels canvis d’absorbancia a les longitud d’ona
640, 560, 450 i 385 nm en funcio6 de la temperatura de la bR silvestre, a pH 7 i
4. La corba de representacié de la forma de 385 nm té ajustada una funcid
sigmoide, el punt d’inflexi6 de la qual determina la T, de la desnaturalitzacio.

A la figura IV.24 estan representats els espectres de diferéncia per als mutants
R7E/E9R,Y79F i S193A a pH 7. En tots tres casos es pot veure un increment en la
proporci6 de forma blava comparat amb la bR silvestre (figura IV.22). A més d’aquest
fet, els mutants R7E/E9R 1 Y79F presenten una abséncia quasi total de forma vermella,

que desapareix totalment al mutant S193A.
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Figura V.24 Espectres de diferéncia del mutants R7E/E9R, Y79F i S193A

en funcio de la temperatura a pH 7, aigua i adaptats a la foscor. Del 2 al 16
increment de temperatura de 5° C des de 25 a 95°C.

La representacié de 1’evolucid de cadascuna de les espécies en funcié de la
temperatura (figura IV.25) mostra com a pH 7,0 el mutant R7E/E9R comenga a
presentar un augment de la forma blava a partir del 40° C. En el cas del mutant Y79F
aquest increment es dona als 35° C. Aquest fet indicaria una unié més feble dels cations
en aquests dos mutants. A pH 4,0 aquest mutant presenta una total abséncia de forma
blava (figura IV.25 1 IV.26). Aquest fet és obvi tenint en compte que el pK, de I’Asp 85

en aigua d’aquest mutant és 5,0 i per tant a pH 4,0 la bR ja es troba en la forma blava. El
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minim observat a 1’espectre de diferéncia del mutant Y79F de la figura IV.26.B no es

troba a 574 nm com a la bR silvestre (figura IV.26.A) sin6 a 607 nm. Al mutant a més

apareix una nova especie absorbint a 513 nm, 1’origen de la qual és desconegut (figura

V.25 i1V.26.B).
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FiguralV.25 Representacio dels canvis d’absorbancia a les longitud d’ona 635, 560, 450 i 385
nm en funcio6 de la temperatura de les bR mutants R7E/E9R, Y79F i S193A a pH 7 i 4, adaptats
a la foscor. En el cas del mutant Y79F, en purpura el maxim d’absorbancia representat és a 605
nm i el rombe en verd es correspon amb els canvis d’absorbancia a 513 nm.

Taula 1V.6. Valors de T,, de desnaturalitzacio de la bR
silvestre i mutants en H;O a pH 7,0 i 4,0. Amb asterisc estan
indicats aquells valors que es considera que difereixen dels

obtinguts a la bR silvestre.

Mostra pH7 pH4

bR silvestre 90,5+0,2 68,1 £0,3
R7E/E9R 81,6 £ 0,7* 61,3+ 0,7*
Y79F 87,0 £0,5* 69,4 +0,7
S193A 86,0+ 0,5* 66,6 £ 0,8*
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Els valors de T, de desnaturalitzacio de la taula IV.6 mostren una lleugera
disminucié d’aquest valor en tots tres mutants comparat amb la bR silvestre, sent una
mica més pronunciat al mutant R7E/E9R. Aixi doncs, la introduccié d’aquestes
mutacions produeixen una menor estabilitat térmica de la proteina segurament degut a la
menor compactacid de les helices en produir-se la ruptura dels enllagos per pont

d’hidrogen.

A Absorbancia

607 nm

] ] . ] . ] ] .
t 1 t 1 t 1 t
300 400 500 600 700 800
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FiguralV.26. Espectres de diferéncia en funci6 de la temperatura per la
bR silvestre (A) i mutant Y79F (B) en aigua, pH 4,0 i adaptats a la
foscor. Del 2 al 13 increment de temperatura de 5° C des de 25 a 80° C.

1V.2.2.5.2. Calorimetria diferencial derastreig (DSC)

Els experiments de DSC permeten visualitzar processos de desnaturalitzacid
cooperativa en les proteines induides per la temperatura que, en el cas de la bR nativa es
presenta en forma de dues transicions térmiques (figura IV.27). La primera d’elles és
I’anomenada pre-transicié amb un pic a 82° C i la segona és coneguda com a transicio
principal que es troba a 99° C, en H,O pH 6,5 (Jackson et al., 1978; Shen et al., 1993).

La pre-transici6é és de caracter reversible i prové de la desorganitzacié de la
xarxa hexagonal de la MP (Jackson et al., 1978; Kataoka et al., 1982) tal i com mostren

estudis de difraccio de raigs X sobre mostres de bR a diferents temperatures (Miiller et
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al., 2000). L’estructura trimerica, pero, es trobaria intacta (Hiraki et al., 1981). La
desestructuraci6 de la MP vindria com a conseqiiencia de la pérdua de cations en
incrementar la temperatura com ho demostra la total abséncia de la pre-transicié en
mostres amb bR desionitzada (Cladera et al., 1988). Quan a la bR desionitzada se I’hi va
afegint quantitats creixents de cations, es produeix la reaparicié de la pre-transicid
(Cladera et al., 1988). La regeneracio d’aquesta transicié s’ha comprovat que és
independent del tipus de catio regenerant (Heyes et al., 2002).

La transicid principal és irreversible i es deu a la desnaturalitzacié de la bR
(Jackson et al., 1978). Estudis de fluorescencia i digestié amb papaina indiquen que la
desnaturalitzacio de la bR a aquestes temperatures impliquen una menor compactacio de
les helices, produint-se solament una desnaturalitzacio parcial en forma de
descompactacid de les helices (Brouillette et al., 1978) com a conseqiiéncia del
trencament de interaccions inter-helix. Posteriorment, estudis de difraccié de raigs X
corroboren la parcial desnaturalitzacio de la bR que encara estaria ordenada en forma de
trimers encara que no tan perfectes (Miiller et al., 2000). Aixi doncs, la desnaturalitzacio
de la bR a aquestes temperatures és parcial (20-30 %), on estan involucrats un 45-65 %
de helices o 1 un 13-16 % de girs reversos (Azuaga et al., 1996). La T, d’aquesta
transicio també és catid depenent, ja que en la bR desionitzada disminueix aquesta Ty,
fins a 90° C a pH 6,5 (Cladera et al., 1988; Kresheck et al., 1990).

Les condicions d’hidratacid6 de la mostra afecten de manera important
I’estabilitat térmica de la bR (Shen et al., 1993), ja que estudis de raigs X sobre films de
bR deshidratats mostren una Ty, tant de la pre-transicié com de la transicid principal per
sobre de 140° C. Aquest gran increment segurament és degut a que a la bR deshidratada
es produeixen més interaccions que estabilitzarien la proteina.

La Ty, de la pre-transicid i transicio principal son pH depenent, de manera que a
valors del pH acids o alcalins aquestes T,,, son més baixes que a pH neutre (Brouillete et
al., 1987). La disminuci6 del pH per sota de 1,5 produeix pero, un augment de la Ty,
segurament com a conseqiiencia de 1’aparicié de bR purpura acida (veure seccio 1.9.1)
(Kresheck et al., 1990).

La Bacterioopsina té solament una transicio al voltant dels 80° C a pH 6,5. Quan
s’afegeix retinal tot-trans a la BO es recupera la transicié a 100° C, perd no apareix la
pre-transicio (Maglova et al., 1990; Cladera et al., 1992). L’elevada estabilitat termica

de la bR vindria com a conseqii¢ncia de dos factors, per una banda per les interaccions
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hidrofobiques entre el retinal 1 alguns grups, sobre tot aromatics, i per altra banda per la
xarxa de ponts d’hidrogen originada al voltant de la BS. La ruptura de totes aquestes
interaccions com a conseqliencia de D’increment de la T, produiria canvis

conformacionals cooperatius observables per DSC (Cladera et al., 1992).
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FiguralV.27. Termogrames obtinguts per la bR silvestre i mutants en escalfar
les mostres des de la temperatura de 25° C a 110° C i una vegada corregits per a
la linia base. La velocitat d’escombrat és de 1,5° K/min. Les mostres es troben
dialitzades en front H,O i a un pH de 6,5.

S’han realitzat desnaturalitzacions térmiques per als mutants R7E/E9R, Y79F i
S193A en H,O a pH neutre (figura IV.27). Els valors de la Ty, de les pre-transicions i
transicions principals estan indicats a la taula IV.7. La pre-transicid per als casos dels
mutants R7E7E9R 1 Y79F, tot i ser quasi inapreciable (figura IV.27), es troba present a
tots els escans térmics realitzats, per la qual cosa es consideren pre-transicions i no
soroll de fons.

Els valors de T, de desnaturalitzacié perd, no coincideixen amb el valor
obtingut als experiments d’estabilitat térmica de I’apartat [V.2.2.5.1. Aquest fet ve com
a conseqiiencia de que les condicions experimentals tals com la velocitat d’escombrat i
el temps d’estada a cada temperatura incubant son diferents en els dos experiments. A
més, mitjangant I’espectroscopia UV-Vis I’inic que podem observar son canvis a nivell
de I’entorn del retinal, mentre que mitjancant DSC el que s’obtenen sén dades

calorimétriques del conjunt de la proteina.
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El doble mutant R7E/E9R ¢és el que presenta una menor estabilitat térmica
comparat amb la bR silvestre, coincidint amb 1’obtingut als experiments d’estabilitat
térmica seguits per espectroscopia UV-visible (veure seccio 1V.2.2.5.1). La disminucio
de la Ty, principal en aquest mutant no es deu solament a una possible disminucié en el
nombre de cations units, ja que el valor d’aquesta Ty, es troba 8° C per sota del valor
obtingut per la bR desionitzada. A més aquesta transicié €s menys cooperativa que a la
bR silvestre, explicable per I’absencia de les interaccions per pont d’hidrogen entre els
grups 719 amb la tirosina 79 i la metionina 60. Per altra banda, la quasi inexistent pre-
transicio indicaria una estructura paracristal-lina alterada de la membrana purpura, fet

que recolzaria la hipotesi d’un menor contingut en cations en aquest mutant.

Taula IV.7. Valors obtinguts per DSC de les T, de les
transicions térmiques que tenen lloc a la bR silvestre i mutants
en aigua i pH 6,5. Amb asterisc estan indicats els valors que es
considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Mostra Tm pre-transicio Ty, transicid principal
bR silvestre 82,3 +2,6 98,8 £1,5
R7E/E9R 52,6 £1,3 /63,2 +£0,3* 82,4 +0,5*
Y79F 50,1 £2.4* 91,5 £1,5*
S193A 81,1 £0,8* 93,4 +0,7*

En el cas del mutant Y79F, també es produeix una disminucié en les dues Ty,
(taula IV.7). El fet de que hi hagi una pre-transicid6 menys evident dona suport al fet de
que aquest mutant pugui presentar una menor quantitat de cations units. Aixi doncs, la
menor T, de la transicié principal pot venir donada per aquesta disminucié en el
contingut de cations. Aquest petit canvi podria venir a més com a conseqiiencia del pK,
augmentat de I’Asp 85 en aigua en aquest mutant, ja que en haver-hi una major
proporcié de membrana blava lestabilitat térmica seria menor La desnaturalitzacio de la
bR, com en el cas del mutant R7E/E9R, és menys cooperativa que a la bR silvestre.

El mutant S193A presenta una lleugera disminucié en ambdues T,,,. Com en el
cas del mutant Y79F, la preséncia d’un pK, de I’Asp 85 més elevat que a la bR silvestre
en aigua podria produir una major inestabilitat térmica a pH 6,5 en aquest mutant que a
la bR silvestre. Aquesta hipotesi es trobaria recolzada pel fet de que la cooperativitat no

varia en aquest mutant comparat amb la bR silvestre. La evident pre-transici6 indicaria
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que el mutant té una estructura paracristal-lina normal, amb un contingut en cations
normal, tot i que el fet de que presenti una major cooperativitat i una lleugera menor T,

que la bR silvestre indicaria.

1V.2.3. ESTUDI FUNCIONAL
1V.2.3.1. Cinéticadel’intermediari M

La técnica de fotolisi de llampec ha sigut una eina molt important en la
identificaci6 dels diferents intermediaris del fotocicle 1 en el coneixement del temps de
vida mitja de cadascun d’ells. L’intermediari de major facilitat d’estudi per aquesta
tecnica ¢és I’intermediari M ja que en posseir un maxim d’absorbancia diferenciat de la
resta de intermediaris (figura 1V.28) es pot estudiar separadament sense risc de
solapament.

L’interés de I’estudi d’aquest intermediari €s determinar si la introducci6 de les
diferents mutacions produeix una acceleraci6 o enlentiment en la formacio i/o
desaparicio d’aquest intermediari, ja que és durant aquest intermediari quan es produeix
la desprotonaci6 (formacié de M) i1 reprotonacioé de la BS (desaparicio de M).

La cinética d’aparici6é i1 desaparicié d I’intermediari M es duu a terme doncs
enregistrant els canvis d’absorbancia a 410 nm (maxim d’absorbancia de 1’intermediari
M) en funcid del temps un cop s’ha fet incidir un pols de laser sobre la mostra (veure
seccio II1.8). Les dades presentades a continuacid s’han obtingut a partir de mostres de
bR silvestres i mutants a una concentracié de 15 uM, 1 M KCl, adaptades a la llum,
temperatura ambient i a valors de pH 6,5 1 10,0. A la figura IV.28 es presenta la cinética
de I’intermediari M de la bR silvestre a aquests valors de pH on es pot observar que
I’aparicio i desaparicié d’aquest intermediari és pH depenent.

La velocitat d’aparicié 1 desaparici6 de I’intermediari es calcula mitjangant
I’ajust d‘exponencials (veure seccio I11.8). En el cas de la formaci6é de I’'M, I’ajust és
biexponencial amb dos components: un primer rapid que es correspon amb la formacio
d’M; i un segon més lent que es correspon amb la formacié de I’intermediari M, (Var6
et al., 1991b) (figura 1V.30). Els dos components tenen un comportament diferent
respecte al pH del medi ja que com es pot observar pels valors de t de la taula IV.8, el
component més rapid, de I’ordre de 3 us és practicament independent del pH, mentre
que el segon component varia fortament segons el pH del medi, des de 68 us a pH 6,5

fins a 20 pus a pH 10. L’acceleracié d’aquest component podria ser degut a la
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desprotonaci6 d’algun grup a elevat pH, possiblement el CAP, i la necessitat de realitzar
I’expulsi6 del proto cap al final del fotocicle (veure secci6 1.7.2).

La proporcié de cadascun dels dos components també varia en funcio del pH,
sent el component lent (M) majoritari a pH neutre i minoritari a pH més basics. La
proporci6 de cada component €s sinonim de la seva acumulacid, la qual cosa depén dels
temps de vida mitja dels intemediaris immediatament anterior i posterior, de manera que
I’acumulacié d’M; depén de la vida tant d’L com d’M,. Aixi doncs en augmentar el pH
del medi i formar-se M; més rapidament que a pH neutre el que es produiria seria una

menor acumulaci6é d’L i major acumulacié d’M; (Zimanyi et al., 1992a).

TaulalV.8. Valors de t de la cinética d’aparici6 i desaparicio de I’intermediari M en 1 M de KC1
i temperatura ambient a pH 6,5 i 10,0 per a la bR silvestre i els mutants. Amb asterisc es troben
indicats aquells valors que es considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre. Entre
paréntesis s’indica el percentatge de cadascun dels dos components.

Mostra Formacio M (us) Desaparicié M (ms)
pH 6,5 pH 10 pH 6,5 pH 10

bR silvestre 3,6 £ 0.7 (10 %) 23+0,4(75%) 3,5+£0,5 1,9£0,5(54 %)

68 £ 11 (90 %) 20 £ 3 (25 %) 67 + 18 (46 %)
R7E/EOR  91+1,7(12%)* 0,6+0,2(55%)* 2,2+0,7 2,0+0,2(52%)
62+£2,0(88%)  7,7+0,5 (45 %)* 36 + 6 (48 %)*
Y79F 54+23(12%)  8,7+0,5(45%)* 3,6+0,7 24+0.2(52%)
95+ 12 (88 %)* 84+ 13 (55 %)* 75 + 13 (48 %)
S193A 25+12(15%)  26+1,535%) 43%0,7 1,8+0,6(56%)
53+£7,5(85%) 34143 (65%)* 33 +4 (44 %)*

La desaparici6 de I’intermediari M es correspon amb la desaparicié del
component M, 1 és de caracter monoexponencial a pH acids i neutres, perd es torna
biexponencial a pH basics (Taula IV.8). Aquesta biexponencialitat és deguda a la
presencia de dos components, M’ per al component rapid, i M® per al lent. E1 component
lent comenga a ser detectable a partir de pH 8,0 (Otto et al., 1989) i1 la seva 1 va
disminuint a mesura que es va augmentant el pH del medi (Ohno et al., 1981; Fukuda et
al., 1992). L’origen del component lent prové del retorn d’N a M a pH basics (Otto et
al., 1989; Var¢ et al., 1990). Aquest fet és degut a que la reaccido N-=>O ¢és fortament

depenent del pH, de manera que quan més elevat és el pH la desaparicié d’N és més
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lenta i per tant es va acumulant (Kouyama et al., 1988). Aixi doncs les formes M i M®
son la mateixa espécie pero amb diferent origen (Ames et al., 1989).
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Figura 1V.28. Cinética de I’intermediari M de la bR silvestre i dels
mutants R7E/E9R, Y79F i S193A en 1 M de KCI i temperatura
ambient a pH 6,51 10,0.
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L’observacio de les cinetiques de I’intermediari M de la figura IV.28 i els valors
de 1 de la taula IV.8, mostren que el mutant R7E/E9R presenta una cinética amb certes
propietats lleugerament diferenciades de 1’intermediari M obtingut a la bR silvestre. En
aquest cas a pH neutre ens trobem amb que el doble mutant presenta un enlentiment i
acceleraci6 de la formaci6 d’M; a pH neutre i basic respectivament. El segon
component pero, corresponent a M, pateix una important acceleracio a pH basic. La
desaparicio d’M es veu accelerada en el seu segon component a pH basic

El mutant Y79F per altre costat, té¢ un intermediari M on s’observa principalment
un enlentiment en 1’aparicio de d’M, a tots dos pH 1 de I'M; només a pH basic. Aquest
fet indicaria que la reorientacio de la BS cap al costat citoplasmatic i 1’obertura de les
helices a aquesta regid es veu enlentida en realitzar aquesta mutacié ja sigui perque
s’inhibeix la mateixa reorientaci6 de la BS o bé perque s’enlenteix la desprotonacio del
CAP. El fet de que a pH basic augmenti el temps de formacié d’M; podria ser degut a
una disminuci6 del pK, de I’Asp 85 durant el fotocicle causant per lo tant que aquest
grup trigui més temps en prendre el proto des de la BS.

La mutaci6 S193A mostra principalment una cinética d’M amb una menor
dependencia al pH del medi tal i com es pot apreciar a la figura V.28, degut sobretot a
una aparicié més tardana d’M; a pH 10 i a una desaparici6 més preco¢ d’M a pH 10
(taula IV.8). Aquest diferent comportament es degut principalment als valors d’M;
tenint un M; practicament inalterat.

L’estudi de les proporcions de cadascun dels components mostra que a pH basic
tots els mutants presenten una proporcio6 alterada de la formacié d’M; i M,. La menor
acumulacié d’M; en aquests mutants comparat amb la bR silvestre a aquest pH indica
una vida mitja alterada dels intermediaris immediatament posterior 1 anterior a I’M;. En
el cas del mutant R7E/E9R aquesta menor acumulacié seria explicada per una més
rapida aparicié d’M,. En el cas dels mutants Y79F 1 S193A la formaci6 d’M, es veu
retardada. Aixi doncs, la menor acumulaci6 d’M; segurament deu ser deguda a una
alteracid en la cinetica de desaparicio d’L. En el cas del mutant S193A ’acumulacié
d’M; és menor que als altres mutants, i és sobretot per aquest motiu que a les cinétiques
de la figura IV.28 sembla com si hi hagués una important diferéncia en el temps
d’aparicié d’M; en aquest mutant comparat amb la bR silvestre.

La desaparicié d’M per altre costat mostra una quasi normalitat en tots els

mutants amb excepcié de la velocitat de desaparicié d’M® per als mutants R7E/E9R i
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S193A. En aquests mutants aquesta velocitat es duplica comparat amb la bR silvestre.
Aquests resultats indicarien una alteracid en 1’equilibri N->O, potser indicant que en
aquests mutants la desaparicié d’N no s’enlenteix tan importantment a pH basics com a
la bR silvestre.

La determinacié de la intensitat d’absorbancia a 410 nm, aparici6 d’M, per a
cadascun d’aquest mutants mostra que els mutants R7E/E9R 1 Y79F presenten una
eficiencia de realitzaci6 del fotocicle del 100 %. Aixo vol dir que a la mateixa
concentracio de bR, en il-luminar la mostra, comencen a iniciar el fotocicle el mateix
nombre de molécules en aquests mutants que a la bR silvestre. El mutant S193A pero,
mostra una menor eficiéncia, on només el 75 % de les molécules de bR inicien el

fotocicle.

1V.2.3.2. Bombeig de protons detectat amb piranina

La piranina és una molecula 1’absorbancia de la qual a 460 nm depen del seu
estat de protonaci6 (veure seccid I11.8 1 figura II1.15). Aprofitant aquesta caracteristica
¢s possible detectar canvis en el pH del medi com a conseqiiencia del bombeig de
protons quan la bR esta realitzant el fotocicle. Per a aquesta determinacié s’ha fet servir
la mateixa teécnica de fotolisi de llampec perd en aquest cas detectant canvis
d’absorbancia a 460 nm al llarg del temps, en una suspensid de bR a una concentracio
de 15 uM, 1 M KCl, 50 pM de piranina i pH 7,2. Es treballa a aquest valor de pH
perqué es correspon amb el pK, de la piranina a 1 M de KCl (veure seccié 111.8), de
manera que petits canvis en l’estat de protonacié del colorant siguin facilment
detectables.

A la figura IV.29 A es mostren els canvis d’absorbancia de la piranina en funcio
del temps, un cop que s’ha fet incidir el pols de laser sobre la mostra de bR. Es pot
observar que a partir dels 20 pus comenca a haver-hi una disminucié d’absorbancia a 460
nm, indicant que el grup hidroxil de la piranina s’esta protonant com a conseqiiencia de
la disminucio6 del pH del medi en produir-se la desprotonacié del CAP durant M (veure
seccid 1.6.2). L’increment d’absorbancia que s’observa a partir de 1,5 ms, per contra,
indica que el grup hidroxil del cromofor es comenga a desprotonar com a conseqiiéncia
de I’augment del pH del medi en captar un protd la bR durant I’intermediari O (veure
seccid 1.6.2). Aquests fets son doncs una evideéncia indirecta del bombeig de protons

que té lloc a la bR.
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Figura 1V.29. (A) Cinética de l’intermediari M  representat en forma
d’absorbancia a 410 nm en funcié del temps. (B) Cinética del bombeig de
protons representat en forma de canvis d’absorbancia a 460 nm de la piranina
en funcié del temps. Ambdues grafiques corresponen a una mostra de bR
silvestre en 1 M KCl, pH 7,2, 50 uM de piranina i temperatura ambient.

La comparaci6 de I’evoluciéo de l’intermediari M (figura IV.29.A) amb els
canvis de pH del medi (figura IV.29.B) mostra com 1’expulsié del proté al medi es dona
cap a la meitat de la corba d’aparici6 d’M. La captaci6 del protd per altra banda es dona
cap a la meitat de la desaparicié de I’intermediari M. Aquesta comparativa pero és un
artefacte, ja que experiments amb fluoresceina, cromofor unit covalentment a la bR,
mostren que en realitat ’alliberacio del protd al medi es realitza un ordre de magnitud
abans que el detectat per la piranina (Heberle et al., 1990; Heberle et al., 1992). Aixi
doncs I’alliberacid del protd es realitzaria quan I’intermediari M es comenga a formar, i
la captacio del protod es comengaria quan 1’intermediari M comenga a desaparcixer (als
0,2 ms). Aixd0 no vol dir perd, que la captacid6 del proté es doni en el pas de
I’intermediari M a I’N, ja que en el moment en el que comenca a desaparéixer M,
comenga a apareixer N 1 després O (figura IV.30). Aixi doncs hi ha un solapament en el

temps de diferents intermediaris, de manera que a 1,5 ms, moment en el que es comenga
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a captar el protd des del medi, coexisteixen diferents intermediaris, per un costat restes
d’M 1 N que va desapareixent, i intermediari O 1 BR que es van formant. Aixi doncs a
partir de la figura IV.30 es pot apreciar com al voltant dels 1,5 ms, moment de captacio
del proto, es produeix un inici en la caiguda de I’intermediari N i formacié de I’O. La
comparacio de la cinética de bombeig considerant el valor de 0,2 ms en comptes d’1,5
es troba llegerament desacoblat a la cinética dels intermediaris representats a la figura
IV.30. Aquest fet és esperable tenint en compte que la for¢a ionica emprada en els
experiments de la figura IV.30 (100 mM de KCI) és molt menor que els emprats als
experiments de piranina (1 M KCIl).

0.8
0.6

0.4 -

AAbsorbancia

log temps (s)
Figura 1V.30. Canvis d’absorbancia de cadascun dels intermediaris al llarg
del temps sobre una mostra de bR a temperatura ambient, pH 7,0 i 100 mM

de NaCl. Grafica adquirida de Ludmann et al (1998).

El senyal donat per la piranina per als diferents mutants (figura IV.31) mostra
que la mutacido R7E/E9R no produeix cap alteracio en la cinética de bombeig de protons
a aquest pH. El mutant Y79F pero, presenta un petit retardament en la captacié del proto
amb un petit desplagament del pic negatiu des de 1,5 ms a la bR silvestre a 2 ms. La
mutacid S193A no solament afecta la captacio del proté retardant-se fins a 3 ms, sind
que a més I’expulsio del proto es retarda des de al voltant de 20 ps a uns 100 ps.

L’estudi de la intensitat donada per la piranina mostra que els mutants R7E/E9R
1 Y79F presenten una eficiencia de bombeig del 90 % 1 el mutant S193A del 25 %.
Aquest darrer mutant doncs, presenta una important alteracid en la capacitat

bombejadora de protons de la proteina.
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Figura 1V.31. Cinética de bombeig de protons en forma de canvis
d’absorbancia a 460 nm de la piranina en funcié del temps per bR
silvestre, R7TE/E9R, Y79F 1 S193A en 1M de KCI, pH 7,2; 50 uM de
piranina i temperatura ambient. Les dades han estat normalitzades per
a una mateixa intensitat de senyal.

V.2.3.3. Fotocorrents

La bR orientada produeix un senyal eléctric quan s’irradia amb un pols de llum
laser, degut al moviment de carregues i bombeig de protons durant el fotocicle. Aquest
senyal esta compost de tres components anomenats B1, B2 i B3 (figura IV.32).

El component B1, amb un temps de vida menor a 100 ps, és degut al moviment
de carregues en el sentit oposat al del bombeig de protons, es a dir, des del costat
extracel-lular al citoplasmatic, i es correspon a la isomeritzacié des de tot-transa 13-cis
del retinal durant I’intermediari K (veure seccio6 1.6.2). Aquest component és 1’anomenat
primer component negatiu.

El component B2 dona un senyal positiu amb un temps de vida d’uns 40 ps la
formacié del qual es correspon amb la transicid K-L i la seva desaparici6 amb la
transici6 L-M. El component B2 estaria compost tant pel moviment de carregues com
de I’expulsi6 del proté al medi. Quan es treballa a forces i0niques per sobre de 40 mM
de KCI hi ha una bona correlaci6é entre B2 i la transicio L-M (figura IV.32.bis). En
condicions de forca idnica inferiors es comenga a produir un desacoblament a pH acids i
basics (Liu., 1990). Des de pH acid a neutre la caiguda de B2 pot ser ajustada a una
monoexponencial, a pH cada vegada més basics pero, 1’ajust comenga a esdevenir bi i

triexponencial. La dependeéncia de la desaparicio de B2 del pH ve com a conseqiiencia
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dels mecanismes d’alliberacié del protd, ja que quan el CAP s’inhabilita aquesta

dependéncia desapareix (Misra., 1998).
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FiguralV.32. Representacié del corrent en funcid del temps de la bR silvestre
orientada en gel de poliacrilamida, a pH 7,0 i 100 mM de KCI. A I’escala
presentada solament es poden apreciar els components B1 i B2.

B3 és el segon component positiu i té un temps de ’ordre de milisegons i té una
menor amplitud que els altres dos components. Aquest component no s’aprecia als
nostres experiments ja que el detector de senyal utilitzat no permetia enregistrar cap
senyal més enlla de 500 ps. El B3 pot ser causat per 1’entrada del prot6 al costat

citoplasmatic de la bR.
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Figura IV.32.bis. Superposicio del senyal obtingut per fotolisi de
llampec de [D’intermediari M 1 el component B2 invertit, de
fotocorrents de la bR silvestre en 100 mM KCI i pH 6,8. Els dos
espectres han estat normalitzats entre 01 1.
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L’estudi de les corrents generades per la bR a diferents valors del pH (figura
IV.33), mostra que totes les corbes de desaparicio de B2 obtingudes s’ajusten a una
biexponencial. Aquesta biexponencialitat té el seu origen en la participacido de dos
components diferents, que a pH neutre consisteixen en un més rapid i minoritari de
I’ordre de 7 us i altre més lent i majoritari de 70 ps. A mesura que es va incrementant el
pH del medi el component lent va disminuint la seva amplitud de manera que el
component més rapid va sent més majoritari. A pH per sobre de 8,5 desapareix quasi
completament el component lent obtenint-se dos component rapids de (a pH 10,5) 0,4 i
4 ps sent el primer component majoritari.

Les condicions de forca ionica sota les que es realitzen aquests experiments son
menors que els utilitzats comunment al nostre laboratori (150 mM i 1M KCl). Aixo es
degut a que concentracions salines més enlla de 100 mM de KCI interfereixen en el
senyal electric. En les condicions de salinitat emprades hi ha una relativa independéncia
del component B2 en funcio6 del pH entre pH 5 1 8, pero a valors inferiors o superiors es
produeix una disminucié important en el temps de vida mitja del component B2. La
representacio de la constant de caiguda de B2 forgada a un ajust monoexponencial per
tal de determinar la t del component majoritari, dona lloc a una corba sigmoidal (figura
IV.34), el punt d’inflexi6 del qual proporciona el pK, de la transicié des d’una caiguda

de B2 lenta a rapida.

Fotocorrents (uA)

Temps (us)

Figura 1V.33. Representacio del fotocorrent en funcidé del temps del
component B2 de la bR silvestre a diferents pH en 100 mM KCL
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Figura 1V.34. Representacio de la constant de caiguda del
component B2, quadrat negre, i la formacié de I’intermediari M,
rodona buida, en funcié del pH per la bR silvestre en 100 mM de
KCL

L’acceleracio en la caiguda de B2 produida a pH per sobre de 8,5 podria ser
deguda a I’aparicié d’un fotocicle alternatiu a pH elevat, ja que en inhabilitar-se el CAP
I’alliberacio del protd o bé s’ha de portar a terme des d’un altre grup i segurament cap al
final del fotocicle o bé s’inhabilita la capacitat de bombejar protons de la proteina.
Aquest fet doncs produiria una acceleraci6 en la desaparicié de B2 per formar B3. Aixi
doncs aquest pK,, 8,3, es correspondria amb el pK, del CAP a I’estat basal en aquestes
condicions de for¢a ionica (veure més endavant a la seccio [V.4.3.31 V).

A pH per sota de 5 s’observa que també hi ha una disminuci6é del temps de
caiguda del component B2. Aquest fet ve acompanyat d’una menor amplitud del senyal,
que seria conseqiiencia de la impossibilitat de desprotonacié del CAP a aquest pH ja
que el seu pK, és 5,8. Aixi doncs a pH per sota del seu pK, el CAP no pot alliberar el
protd al medi extracel'lular i es queda permanentment protonat de manera que
I’expulsi6 del protd s’ha de realitzar des d’un altre grup diferent del CAP (veure seccid
1.7.2). Com que I’alliberacié del prot6d a pH acids no es donaria durant M ¢és logic que la
vida mitja d’aquest intermediari, i conseqilientment de B2, sigui menor que a pH neutre.

La comparacio de les constants de formacio de I’intermediari M i caiguda de B2
de la figura V.34 mostra com coincideixen considerablement, amb una diferéncia entre
els pK, de 0,5 unitats de pH, desplagament que es pot considerar com error
experimental, amb probable excepcid del mutant Y79F, on hi ha una diferéncia de quasi

una unitat de pH.



125 V. Resultats i Discussio

o O R7EJEOR
50+

404
304
204

10 ¢+

80
70 -
60 -

50

t (us)

40
30
20
10-

60 <+

50+

40 1+

30—+

204

10+

pH
Figura IV.35. Representacio de la constant de caiguda del component
B2, quadre negre, i de la formacié de M, cercle buit, en funcio del pH
per les bR mutants R7E/E9R, Y79F i S193A en 100 mM de KCI.

El pK, del CAP en aquestes mateixes condicions per als diferents mutants
(figura IV.35) mostra que tant en el mutant R7E/E9R com en el mutant Y79F es
produeix una certa disminucié en el pK, del CAP. Aix0¢ indicaria que ’alteraci6 de la
xarxa de ponts d’hidrogen d’aquests mutants canvia I’entorn del CAP modificant
lleugerament el seu pK,. En el cas del mutant S193A I’efecte és contrari, augmentant
aquest pK, en 1,1 unitats comparat amb la bR silvestre, de manera que aquesta mutacid
tamb¢ modificaria I’entorn del CAP pero en aquest cas generant un entorn segurament

més hidrofobic.
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En el cas dels mutants R7E/E9R 1 S193A a més s’observa que la corba
sigmoidal és més ampla comparat amb la bR silvestre, 1 tamb¢ es pot apreciar que no hi
ha un efecte d’augment de la velocitat de desaparici6 del component B2 a pH acid.
Aquest fet podria indicar la preséncia d’un pK, menor del CAP durant M en aquest

mutants comparat amb la bR silvestre.

I'V.2.3.4. Espectroscopia d'infraroig amb transformada de Fourier (FTIR)

La radiaci6 d’infraroig té la capacitat d’excitar diferents grups d’enllacos
depenent de la seva longitud d’ona (veure seccio I11.10). A la regié compresa entre 1700
i 1800 cm™ s’obtenen les bandes corresponents a la vibracié de tensid de I’enllag C=0
corresponents als grups carboxilics, tant dels aspartics com dels glutamics. A la regio
1500-1700 cm™ (amida I i amida II), apareixen les bandes corresponents a les
freqliencies dels enllacos peptidics donant doncs informacié sobre 1’estructura
secundaria de la proteina. En aquestes regions es pot obtenir informacié de diverses
estructures secundaries com son les helices a, lamines B, girs reversos 1 estructures no
ordenades. En la regié compresa entre 1580 i 850 cm™ s’obté informacié sobre el
cromofor, i també sobre alguns residus de proteina (Terpugov et al., 2001).

En aquest treball, utilitzem els espectres de diferéncia estatics, és a dir, la
diferéncia entre espectres de la mostra il-luminada 1 sense il-luminar. D’aquesta manera,
podrem determinar canvis en les bandes d’infraroig corresponents a la bR en un dels
intermediaris del fotocicle, respecte a la bR en el seu estat basal (BR). El sistema
d’obtenci6 d’espectres consisteix en la il-luminacié continua d’un film de mostra de bR
a un pH, humitat i temperatura determinats. Depenent del valor d’aquestes tres
variables, en il-luminar la mostra I’intermediari atrapat és diferent ja que depenent de les
condicions s’allarga la vida mitja d’un o altre intermediari. Amb aquest sistema només
podem atrapar normalment els intermediaris N i M, encara que en alguns mutants es
poden trobar barreges d’altres intermediaris com a resultat de 1’alteracio del seu
fotocicle.

D’acord amb aquest procediment, un cop obtinguts els espectres de diferéncia,
I’aparicié de bandes positives a la zona 1700-1800 cm™, per exemple, és conseqiiéncia
de la protonacié de grups carboxilics que es trobaven desprotonats a I’estat basal, 1 per
contra, I’aparici6 de bandes negatives a aquesta mateixa regio es deu a la desprotonacid

de grups carboxilics que a I’estat basal es trobaven protonats. Son moltes les bandes de
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diferéncia obtingudes en tot el rang d’infraroig. La determinaci6 dels grups involucrats
en cadascuna d’aquestes bandes ha sigut una feina facilitada per I’obtencié de bR
mutants. Per exemple, la comparacié dels espectres d’infraroig del mutant D85N i la bR
silvestre va permetre assignar la banda positiva a 1762 cm™ obtinguda en ’espectre de
diferéncia de I’intermediari M de la bR silvestre a la protonacié de I’aspartic 85

(Braiman et al., 1988).

Taula 1V.9. Bandes caracteristiques dels espectres de diferéncia de 1’intermediari M i N en la
bR silvestre (Braiman et al., 1988; Rotschild., 1992) . Els simbols (+) i (-) indiquen el signe
de la banda (positiu o negatiu respectivament).

Zona de Partsqueabsorbeixen | M | N Bandes Assignacio de les bandes
I’espectre principals
1800-1700 cm™ | Grups COOH de les| (+) 1762 cm™ | Asp 85 protonat, entorn M
cadenes laterals  dels (+) | 1755cm™ | Asp 85 protonat, entorn N
grups carboxilics (-) | 1742 cm™ | Asp 96 desprotonat
) 1742 cm™ | Asp 96 pertorbat
) | #) | 1738 cm™ | Asp 115 pertorbat
+) 1736 cm™ | Asp 96 pertorbat
() | () | 1734 cem™ | Asp 115 pertorbat
1700-1600 cm™ | Amida I () | () | 1692 cm™ | Canvis en girs reversos

(-) | 1670 cm™ | Canvis en les hélices
(-) 1657 cm™ | Canvis en les hélices

(+) | 1650 cm™ | Canvis en les hélices

1600-1500 cm™ | Amida II (+) 1564 cm™ | C=C del cromofor

() | 1555cm™ |N-H de la proteina i C=C del
p

cromofor

+ 1535 ecm™ | Vibracié C=C del cromofor

()

- - 1527 ecm™ | Vibracié C=C dels cromofor

)| O

1500-1000 cm™ | Altres grups de la (+) | 1402 em™ | Grups COO
proteina (+) | 1393 em™ | Vibracié C,s-H cromofor.
Retinal ) 1302 cm™ | Vibracié cromofor.

() | () | 1201 em™ | Vibraci6 C4-C;s de tot-trans
(+) | 1186 ecm™ | Pic per sota linia base: retinal 13-
cis+ BS desprotonada.

Pic per sobre de linia base:retinal

13-cis+ BS protonada.
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L’assignacid de les bandes d’aminoacids, aixi doncs, s’ha establert mitjancant
marcatge 1 mutagenesi dirigida (Rotschild., 1992). Encara avui, pero, hi ha moltes
bandes per determinar ja que el fet de que es solapin entre elles 1 de que el retinal i els
lipids interfereixin en les bandes de la proteina dificulta I’assignacié de bandes. A més,
mutacions en un aminoacid poden donar lloc a canvis estructurals que afectin a altres
grups de la proteina, afectant doncs altres bandes. Per discriminar les bandes degudes a
la proteina i al retinal s’han comparat els espectres d’infraroig amb espectres de Raman
on només ¢s visible el retinal; a més també va ser possible determinar les bandes del
retinal marcant-lo isotopicament (Smith et al., 1985).

La interpretacié de les diferents bandes a més es veu dificultada pel fet de que
als espectres d’infraroig no s’obtenen solament bandes positives 1 negatives degudes a
canvis de protonaciod, sind que també es poden produir canvis en I’entorn dels grups o
canvis estructurals, produint un desplagament en la seva banda d’absorbancia, traduint-
se en un maxim i un minim en I’espectre de diferéncia.

Les bandes més importants, caracteristiques dels intermediaris N i M de la bR

silvestre que han sigut assignades fins el moment es troben indicades a la taula IV.9.

I1V.2.3.4.1. Espectres de diferencia de I’intermediari M

A pH 10, -30 ° C 1 il-luminacid constant, és possible aillar I’intermediari M del
fotocicle de la bR silvestre (figura 1V.36). El nivell d’humitat del film afecta el
fotocicle, acumulant-se en aquestes condicions certa proporcié de N quan més humit és
el film (veure seccié IV.10). Es per aixd que per obtenir un intermediari M pur és
necessari treballar en condicions d’humitat minimes (veure seccio I11.10.b).

Les bandes clau que indiquen que I’intermediari atrapat a la figura IV.36 és I'M
son: la banda positiva 1762 cm™ que prové de la protonacié de 1’ Asp 85 en desprotonar-
se la BS (Braiman et al., 1988); el pic de 1186 cm™ indica ’aparici6 de la forma 13-cis
del retinal (Fodor et al., 1988) 1 en trobar-se per sota de la linia base indica que la BS es
troba desprotonada; els pics positiu i negatiu de a 1738 cm™ i 1732 cm™ s6n pics
compostos provinents de la superposicié de dos parells de bandes, de la banda positiva i
negativa a 1736 i 1742 cm’' respectivament provinent del canvi d’entorn de ’aspartic
96 i el parell de bandes positiva i negativa 1742 i 1734 cm™ respectivament provinent

del canvi d’entorn de I’Asp 115 (Braiman et al., 1988; Pfefferlé et al., 1991; Sasaki et
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al., 1994); els pics negatius a 1527 i 1200 cm™ indiquen la desaparicié de la forma tot-

trans del retinal (Smith et al., 1987; Gerwert et al., 1990).
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Figura 1V.36 Espectre de diferéncia de la bR silvestre obtingut a partir de film sec de MP a pH
10, 150 mM KCl i -30° C. L’intermediari atrapat és 1’M.

La comparacio del intermediaris M dels diferents mutants, atrapats sota aquestes
mateixes condicions (figura IV.37) mostra petites diferéncies comparat amb la bR
silvestre. En el mutant R7E/E9R es poden apreciar algunes diferéncies en les bandes de
I’amida I, indicant canvis estructurals una mica diferents de les helices o en aquest
intermediari. En aquest mutant a més es pot apreciar un senyal més important de la

banda corresponent a la protonacio de I’ Asp 85.

Taula 1V.10. Intermediari atrapat a la bR silvestre i diferents mutants en 1 M de KCI, pH 10,0
en diferents condicions de temperatura i humitat.

Mostra 4°C -30°C
Humit Sec Humit Sec
bR silvestre N M MN M
R7E/E9R N N MN M
Y79F N M MN M
S193A N N LM LM
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Al mutant S193A, contrariament amb el que passa al mutant R7E/E9R, es
produeix una protonacidé menor de 1’Asp 85 com s’observa per la reduida banda a 1762
cm”, i la banda 1186 cm™ lleugerament per sobre de la linia base. Sembla ser que
I’intermediari atrapat sota aquestes condicions no és purament M sind que hi ha una
certa barreja amb L (taula IV.10). Aquest fet podria indicar un retardament en ’aparicio

d’M, 1 per tant de la desprotonaci6 de la BS en aquest mutant sota aquestes condicions.
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Figura 1V.37. Espectres de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants R7E/E9R, Y79F i
S193A obtinguts a partir de film sec de MP a pH 10,0; 150 mM KCl i -30° C. L’intermediari
atrapat €s I’M. * canvis per a tenir en consideracio. Els espectres es troben normalitzats a les
intensitats de les bandes a 1201 1 1233 cm™.

1V.2.3.4.2. Espectres de diferencia de |’ intermediari N

Quan es treballa sobre films de bR silvestre a pH 10, 1 4° C, el resultat obtingut
depen fortament de la humitat de la mostra. Quan el film es troba hidratat, 1’intermediari
que s’aconsegueix atrapar és I’N (figura 1V.38). Si el film pel contrari es troba sec
I’intermediari que s’acumula és I’M (taula IV.10), que acumulat sota aquestes
condicions mostra un espectre de diferéncia bastant similar a I’obtingut a —30° C (figura
IvV.37).

Les bandes caracteristiques de 1’intermediari N son: la banda positiva a 1754
cm' provinent de I’Asp 85 protonat, diferent a I’obtingut en ’intermediari M (1762

cm') degut a que en N hi ha un canvi en I’entorn de 1’Asp 85 tornant-se més hidrofilic
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(Braiman et al., 1996); la banda negativa a 1742 cm™ procedent de la desprotonacié de
I’Asp 96 i acompanyat del pic positiu a 1402 cm™; el pic positiu a 1649 cm™ provinent
dels canvis estructurals que es produeixen en les hélices durant I’intermediari N; el pic a
1555 cm™ degut a canvis en el cromofor i estructura de la proteina (Braiman et al.,
1991; Pfefferlé et al., 1991; Ormos et al., 1992). i per ultim el fet de que el pic de 1186

cm’ es trobi per sobre de la linia base indicant que la BS es troba protonada.
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Figura 1V.38. Espectre de diferéncia de la bR silvestre obtingut a partir de film humit de MP a
pH 10, 150 mM KCl 1 4° C. L’intermediari atrapat ¢s I’N.

L’intermediari N dels mutants representats a la figura IV.39 son molt similars a
I’obtingut per la bR silvestre sota les mateixes condicions excepte per els petits canvis
indicats mitjangant asteriscs. En el cas del mutant R7E/E9R, a 1’igual que en
I’intermediari M, es produeixen canvis estructurals diferenciats en les helices a, a més
de que es continua observant una major intensitat de certes bandes com la corresponent
a la protonaci6 de 1’ Asp 85.

Els mutants Y79F 1 S193A per altra banda també presenten petits canvis en
1’amida I com el fet de que al mutant S193A el petit pic a 1660 cm™ es trobi per sota de
la linia base en comptes de trobar-se a la mateixa algada. El pic a 1400 cm™ marcat amb
un asterisc al mutant S193A, és el que en la taula esta indicat com a un doble pic

composat per les bandes 1402 i 1393 cm™. El primer d’ells es correspon amb I’aparicid
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de la vibraci6 CO, provinent de la desprotonacié de I’aspartic 96 durant aquest
intermediari. El segon pic es correspon amb la vibraci6 de I’enllag C;s-H del retinal el
qual s’incrementa durant 1’intermediari N (Maeda et al., 1992). Observant aquest pic
composat del mutant Y79F a la figura IV.39 es pot apreciar que la intensitat del pic a
1402 cm™ és menor que la de 1393 cm™. Aquest fet sembla que no ve donat per una
menor intensitat de la banda 1402 si no més aviat per una major intensitat de la banda a

1393 cm™.
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Figura 1V.39. Espectre de diferéncia de la bR silvestre i mutants R7E/E9R, Y79F i
S193A obtinguts a partir de film humit de MP a pH 10, 150 mM KCI i 4° C.
L’intermediari atrapat és I’N. * canvis per a tenir en consideracio.

IV.3.4. Discussio

La major accessibilitat del retinal per la hidroxilamina a les fosques al mutant
R7E/E9R (taula IV.5) evidencia una estructura menys compacta comparat amb la bR
silvestre, segurament degut a una major obertura de les hélices. Aquesta menor
compactacid es troba manifestada en la menor estabilitat térmica de la bR mutant tal i
com s’observa tant per les dades d’espectroscopia UV-Visible com de DSC (taules IV.6
1 IV.7) produint-se una desnaturalitzaci6 a temperatures menors. La major obertura per

altra banda de les helices permetria 1’entrada de molécules d’aigua al voltant de la BS
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modificant el seu entorn, tal i com ho evidencia el pK, alterat de I’Asp 85 (taula IV.3) i
la desprotonacid preco¢ de la BS a pH basics (figura IV.18). Aquests efectes poden ser
deguts en part a una menor afinitat dels cations en aquest mutant, hipotesi que s’obté del
fet de la quasi absent pre-transici6 dels termogrames obtinguts per DSC (figura IV.27), i
de la petita diferéncia entre el pK, de I’Asp 85 en aigua i desionitzada (taula I'V.3).

Estudis de fotolisi de llampec sobre aquest mutant mostren petits canvis a nivell
de vida mitja dels imtermediaris, com ¢és la formacié més lenta d’M; a pH neutre (taula
IV.8). Aquest fet indicaria que podria haver-hi un augment i/0 una disminuci6 en el pK,
de la BS o Asp 85 respectivament que produis un enlentiment en el pas del prot6 des de
la BS a I’Asp 85. A pH basic pero, la formaci6 tant d’M; com d’M; es veu accelerada
respecte a la bR silvestre. Aquest efecte podria ser degut a la desprotonacié d’algun
grup a aquest pH, que podria ser el CAP. De fet els estudis de fotocorrents mostren una
disminuci6é en una unitat de pH del pK, del CAP al seu estat basal comparat amb la bR
silvestre (figura IV.35) indicant que la mutacié produeix un canvi de I’entorn del CAP
fent-lo segurament més hidrofilic. La desprotonaci6é del CAP a pH més neutres podria
ser la causa de 1’acceleracio de la formacié d’M; 1 M, a pH basic en aquests mutants.

El fet de que la cinctica de desaparicidé de B2 i aparicid6 d’M es solapin
perfectament en tot el rang del pH (figura IV.32.bis) permet correlacionar els
moviments de carregues amb la cinetica d’apariciéo d’M. La determinacié de la constant
de cadascun d’aquests dos elements dona lloc a una corba sigmoidal (figura 1V.34) el
punt d’inflexi6 de la qual dona un valor bastant similar entre ells. Aquest pK, I’atribuim
al CAP a l’estat basal de la proteina. Aquesta atribucid s’ha realitzat degut
principalment al fet de que en inhabilitar-se el CAP mitlangant determinades mutacions,
la dependéncia del pH desapareix (Misra et al., 1998).

Aixi doncs, la disminucio en el pK, del CAP en aquest mutant es tradueix en una
disminucié del rang de pH on es produeix un transport normal de protons. Es a dir,
mentre que la bR silvestre presenta un transport normal entre al voltant de pH 51 9, el
mutant R7E/E9R presentara aquesta normalitat entre pH segurament 5 i 8 de manera
que a pH basics aquest mutant presentara una menor eficiéncia de bombeig de protons
que la bR silvestre. A pH neutres pero, aquesta eficiéncia es presenta invariable (figura
IV.31), de manera que el petits canvis cinetics detectats a nivell de I’intermediari M no

afecten el bombeig de protons al menys a pH neutres.
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La practicament normal funcionalitat d’aquest mutant és d’esperar tenint en
compte que I’obertura de les hélices només es produeix a I’estat basal de la bR, ja que
en preséncia d’il-luminacié la compactacié de la bR seria normal, tal i com indica
I’accessibilitat de la hidroxilamina (taula IV.5). Podria ser aquesta major mobilitat de
les hélices en abséncia d’il-luminacio, el causant del canvi d’entorn del CAP disminuint
el seu pK,. L’acceleracio de la desaparicié d’M® en aquest mutant indicaria una alteracio
en I’equilibri N<-O indicant que I’Asp 96 és capag¢ de reprotonar-se a pH més basics
que la bR silvestre. Aquest fet doncs podria indicar o bé un canvi en el pK, de I’Asp 96
o bé una major obertura de les hélices en la part citoplasmatica permetent una major
entrada de molécules d’aigua.

Aixi doncs sembla ser que la ruptura en les interaccions establertes entre 1’helix
A amb la B i C al mutant R7E/E9R sén importants per mantenir la correcta compactacio
de les helices a I’estat basal de la bR 1 potser també de 1’ordenaci6 trimerica. No obstant
aixo, la funcionalitat del mutant es troba practicament intacta tal i com o mostren els
estudis del fotocicle i de ’activitat bombejadora de protons.

La mutacié Y79F produeix unes alteracions sobre la proteina similars a les
produides al mutant R7E/E9R pero en major mesura, podent ser també degudes en part
a la menor afinitat dels cations al mutant com indica la quasi absent pre-transicio (figura
IV.27). En aquest cas també s’observa una major accessibilitat del retinal per la
hidroxilamina sobre tot a les fosques, indicant una major obertura de les helices que al
doble mutant. Aquest fet es tradueix en un pK, de I’Asp 85 encara més alterat i tamb¢é
una desprotonacio precog de la BS (figura I'V.18).

Al mutant R7E/E9R es trenca la interaccié d’ambdés grups (helix A) amb la
tirosina 79 (helix C) i a més amb la metionina 60 (Helix B)(figura IV.9). Al mutant
Y79F es produeix un efecte similar al produit en el mutant R7E/E9R, trencant-se el pont
d’hidrogen que hi havia entre la tirosina 79 amb el glutamic 9 i1 I’arginina 7 (figura
IV.10). Aixi doncs 1’accessibilitat per la hidroxilamina al mutant Y79F hauria de ser
similar al del doble mutant. Pero en realitat, la substituci6 de la tirosina 79 produeix una
major obertura de les helices que al doble mutant. Aquest efecte podria ser degut a que
en el mutant R7E/E9R es poden establir nous ponts d’hidrogen inter-heélix com poden
ser entre 1’arginina 9 1 el triptofan 205 (helix G) 1 arginina 82 (helix C). Ja que en
realitzar la mutacié R7E/E9R I'inic que estem fent és canviar la posicio dels residus,

perd aquests son totalment funcionals per establir nous ponts d’hidrogen. En el cas del
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mutant Y79F, el que s’esta fent és inhabilitar completament la capacitat del grup 79 de
formar ponts d’hidrogen, en aquest cas, I’Arg 7 1 Glu 9 quedarien lliures 1 podrien
formar noves interaccions. Aquestes noves interaccions es podrien o bé no donar o bé
ser més febles que en el cas del mutant R7E/E9R 1 per tant produir una major obertura
de les helices.

La mutacié Y79F, tot i produir una menor compactacié de les helices que la
mutacid R7E/E9R, presenta una major estabilitat térmica que el doble mutant (taula
IV.6 1 IV.7). La major obertura de les hélices produida al mutant Y79F sembla doncs
que altera ’entorn del retinal perd no altera d’una manera tan important 1’estabilitat
termica de la proteina, segurament degut a que en no haver-hi la interaccié amb
I’arginina 7 1 el glutamic 9 aquests grups queden lliures i poden interaccionar amb altres
grups, podent restaurar parcialment ’estabilitat térmica de la bR.

La cinctica de D’intermediari M mostra una aparici6 més lenta d’aquest
intermediari tant a pH neutre com basic al mutant Y79F. Aquest retardament es
produeix a nivell dels dos components d’M. Aquest fet doncs sembla indicar que hi ha
hagut un canvi en els pK, de I’Asp 85 i/o la BS. El component M, perd pareix un més
important retardament en la seva formaci6é indicant que o bé es podria retardar
I’orientacié de la BS des del costat extracel-lular al citoplasmatic o bé la desprotonacid
del CAP en aquest mutant. El fet de que Ialliberacio del H' sigui normal (figura IV.31)
podria indicar que en realitzar-se la mutacido Y79F s’obstaculitza 1’orientacid de la BS.
Com en el cas del mutant R7E/E9R 1'unic efecte funcional important del mutant Y79F
es tradueix en una disminucié d’una mica més d’una unitat de pH del pK, del CAP a
I’estat basal en canviar el seu entorn.

Aixi doncs es conclou que la interaccié per pont d’hidrogen entre la tirosina 79
amb el glutamic 9 i 7 ajuda a mantenir la correcta compactaci6 de les heélices i
possiblement dels trimers, i a mantenir el correcte entorn del CAP al menys a 1’estat
basal, 1 a que es produeixi el canvi d’accessibilitat de la BS durant I’intermediari M.

La substituci6 de la serina 193 per una alanina no solament afecta sensiblement
el maxim d’absorbancia de la bR (taula IV.2) sin6 que a més enlenteix
considerablement la cinetica d’adaptacié a la foscor del mutant. Aquests efectes es
deuen a una alteraci6 de ’entorn del retinal que es tradueix també en una alteracio del
pKa de I’aspartic 85 (taula IV.3). Aquest mutant podria tenir una menor afinitat pels

cations, extret a partir de les dades de pK, de I’Asp 85 en diferents condicions de forca
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1onica. Les dades de DSC, pero, mostren una pre-transicié practicament normal indicant
en principi un contingut normal en cations. Estudis més en profunditat de 1’afinitat dels
cations en aquest mutant podrien aclarir aquest aspecte.

La ruptura d’una de les interaccions amb el glutamic 204 (figura IV.11) sembla
ser important pel compactament de les hélices, tal i com ho indica la gran accessibilitat
del retinal per la hidroxilamina (taula IV.5). Aquesta descompactacid pero, no produeix
una important desestabilitzacid térmica de la proteina (taula IV.6 1 IV.7), sind solament
petits canvis en la funcionalitat de la bR.

Les dades de cinctica de formacié de I’intermediari M (figura IV.28) mostren
una menor acumulacié de M; a pH 10, degut segurament a que la formacio de M; es veu
retardada en aquest mutant. L’enlentiment en la desaparici6 d’M, en aquest cas seria
degut a un petit retardament en I’expulsié del prot6 pel CAP (figura IV.31) i no degut a
una més lenta reorientacié de la BS cap al costat citoplasmatic com de fet succeeix al
mutant Y79F.

La menor dependeéncia de I’acumulaciéo d’M; del pH en el mutant S193A podria
indicar I’alteracié del pK, del grup que s’estaria desprotonant a pH basic i que donaria
lloc a una aparicidé més rapida i desaparicidé més lenta d’M. Aquest fet es trobaria
correlacionat amb el valor de pK, més elevat, per sobre de 9, del CAP a I’estat basal
(figura IV.35), de manera a pH 10 només es tindria una desprotonacid parcial del grup
implicat. L’increment d’una unitat de pH del pK, del CAP a I’estat basal, observat pels
experiments de fotolisi de llampec i fotocorrents indica que la mutacio S193A estaria
produint un canvi en I’entorn del CAP fent-lo probablement més hidrofobic.

Com en el cas del mutant R7E/E9R, I"augment de la velocitat de desaparicid
d’M°® en aquest mutant podria indicar una alteracid en el procés de reprotonacid de I’ Asp
96.

Els canvis més importants produits al mutant SI93A no es troben en la cinética
de I’intermediari M sin6 en I’eficiencia del mutant en iniciar el fotocicle i bombejar
protons. A la mateixa concentracid de mostra i intensitat de llum, en aquest mutant
solament inicien el fotocicle un 75 % de molécules comparat amb la bR silvestre. Els
estudis amb piranina per altre costat mostren que en el mutant solament es produeix un
25 % de bombeig de protons comparat amb la bR silvestre. Aquestes dades doncs

indiquen que en el mutant S193A 3 de cada 4 molecules irradiades inicien el fotocicle i
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que d’aquestes 3 una d’elles bombeja protons. Les altres dues molécules deuen realitzar
un fotocicle alternatiu on no €s dona el transport de protons.

El fet de que en aquest treball solament estudiem 1I’intermediari M mitjancant
fotolisi de llampec no fa possible detectar per un costat fotocicles alternatius i per I’altre
cavis en I’acumulacio i cinética de la resta d’intermediaris. Aixi doncs, tot i que 1’estudi
de la cinetica d’M mostra una més o menys normalitat del fotocicle dels diferents

mutants, aixo no vol dir que la resta del fotocicle sigui normal.



