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V.3. Estudi de les mutacions P8G, P8W, P77G, P200G i 3PG

IV.3.1 Objectiu de les mutacions

Gracies a la configuraci6 del seu grup radical, les prolines tenen la propietat de
produir torsions a les hélices, mantenint la rigidesa de 1’enllag. La substituci6é d’aquests
grups per un altre aminoacid donaria lloc a la perdua d’aquesta propietat, la qual cosa es
podria traduir en una diferent localitzaci6 des residus veins. S’ha elegit substituir les Pro
extracel-lulars per Gly per tal d’eliminar la rigidesa del enllag, ja que aquest aminoacid,
en no posseir cadena lateral, proporciona una gran flexibilitat. Per altra banda la
mutacid PSW s’ha realitzat per tal de comprovar si I’addiciéo d’un grup amb una gran
cadena lateral en aquesta posicié podia desplacar les aigiies allotjades al voltant
d’aquesta prolina i determinar aixi les alteracions corresponents.

La triple mutacio P8G/P77G/P200G es va realitzar amb posterioritat un cop
coneguts els efectes de la mutaci6 PSW. Com que la introducci6 del triptofan en aquesta
posici6 va provocar moltes alteracions a la bR (veure més endavant), es va dissenyar el
triple mutant per tal de determinar si les alteracions observades al mutant PSW eren
degudes a que el triptofan desplacava les aigiies. Si era aixi la triple mutacié hauria de
produir un efecte similar, ja que la supressié de les tres prolines a I’hora segurament

hauria de produir una alteracié important en la uni6 de les molécules d’aigua.

1V.3.2. ESTUDI ESTRUCTURAL
1V.3.2.1. Espectre d’ absorbancia i adaptacio llum-foscor

Tots els mutants estudiats tenen un espectre d’absorbancia normal excepte per al
mutant P§W 1 el triple mutant 3PG on es pot observar un important desplacament del
maxim d’absorbancia tant de la forma adaptada a la foscor com 1’adaptada a la llum cap
al blau (taula IV.12).

L’espectre d’absorbancia i diferéncia de les formes DA 1 LA del mutant P8W en
150 mM de KCl i pH 7,0 (figura IV.40), mostren no solament un desplagament en el
maxim d’absorbancia sind també una menor diferéncia del coeficient d’extincid molar
entre ambdues formes, (al voltant d’un 1 %; figura IV.40), comparat amb la bR silvestre

(10 %; figura IV.12).
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Figura IV.40. (A) Espectres d’absorcié del mutant PSW en la seva
forma adaptada a la llum (LA) i a la foscor (DA) en 150 mM KCI, pH
7 i temperatura ambient. (B) Espectre de diferéncia entre la forma LA i
DA.

Taula 1V.11. Maxim d’absorbancia en nm de mostres de bR en 150
mM KCIL, pH 7,0 i temperatura ambient per a les formes LA i DA. Els
valor indicats amb un asterisc son aquells que es considera que
difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Mostra Adaptat alallum Adaptat a la foscor
bR silvestre 568 558

P8G 568 560

P8W 558" 550°
P77G 568 559
P200G 569 560
P8G/P77G/P200G 550" 538

El fet de que el mutant PSW presenti un canvi en el maxim d’absorbancia
comparat amb la bR silvestre podria ser degut a dos motius. El primer seria que aquesta

mutaci6 alterés I’entorn del retinal produint-se un canvi en la seva absorbancia, o bé que
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la substitucio de la prolina 8 per un triptofan canviés la proporci6 de 13-cig/tot-trans cap
a major quantitat de 13-Ccis que a la bR silvestre (3:1).

Aquest mutant a més presenta una dependencia de les formes LA i DA respecte
de la forca ionica del medi (taula IV.12), ja que a 2 M de KCl la forma DA té un maxim
d’absorbancia a 557 nm i la LA a 565 nm, molt similar a la bR silvestre. Aquesta
recuperacidé del maxim d’absorbancia no ve acompanyat, pero, per un augment del
coeficient d’extincido molar de la forma adaptada a la llum. Sorprenentment, les formes
DA i LA d’aquest mutant en H,O presenten uns maxims d’absorbancia semblants a les
condicions de forga ionica 1 M. El fet de que el maxim d’absorbancia en aquest mutant
sigui tant depenent de la forga i0nica podria ser degut a un possible menor afinitat dels

cations.

Taula 1V.12. Valors dels maxim d’absorbancia en nm de la forma DA i
LA del mutant P8W en diferents condicions de for¢a ionica.

Forma H,O 150mMKCI 1MKClI 2MKClI 3MKCI
DA 554 550 554 557 557
LA 563 558 564 565 565

IV.3.2.2. Comportament de la bR front I’ acidificacié del medi

A la figura IV.41 es mostren les corbes corresponents a la transicio purpura-blau
de la bR silvestre i els mutants de les prolines. Aquestes titracions ens proporcionen els
valors del pK, aparent de 1’Asp85, i s’adverteix clarament un increment important del
pK., de ’aspartic 85 en els mutants P8G, P&8W, P77G 1 3PG.

D’acord amb els valors de la taula IV.13, el mutant P8G presenta un augment de
0,5 unitats de pH en el pK, de I’Asp 85 en les tres condicions estudiades. Aquest fet
deu ser degut a un lleuger canvi que es produeix en I’entorn del retinal quan es muta la
prolina 8 per glicina.

Quan aquesta prolina pero, es muta per triptofan, els canvis observats son més
importants. En les tres condicions estudiades hi ha un augment for¢a important del pK,
de I’Asp 85, de I’ordre de dues unitats de pH, comparat amb la bR silvestre. La corba
de titracié d’aquest mutant (figura IV.41) ¢és sis vegades més ampla que la de la bR
silvestre. Una possible explicacid és que en la transicio purpura-blau del mutant PSW hi

estigui involucrat al menys un altre grup a part de I’Asp 85 probablement amb un pK,
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diferent. Aixi doncs la formaci6 de bR blava en aquest mutant podria implicar la

protonacio de diversos grups. Aquest efecte es veu també al mutant 3PG 1 menys

accentuant al mutant P77G.
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Figura 1V.41 Representacio de I’increment d’absorbancia a 630 nm
en funcio del pH per la bR silvestre i els mutants PS§G, P&8W, P77G,
P200G i 3PG en 150 mM KCI i temperatura ambient. Les dades han

estat normalitzades entre 01 1.

El canvi tant important del pK, de I’Asp 85 al mutant PSW es deu principalment

als canvis que la mutacié produeix en I’entorn de I’Asp 85, com es dedueix de

I’increment d‘1,6 unitats de pH en la condicié de bR desionitzada comparat amb la bR

silvestre.

Taula 1V.13. pK, de la transicié ptrpura-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 és inferior a 0,1.

Mostra 150 mM KCl1 H,O

Desionitzat

bR silvestre 2,7
P8G 3,2%
P8W 54+0,2%
P77G 3,7+0,2%
P200G 29+0,3

3PG 4,6*

32
4,7%
5,4+ 0,2
4,9%
43 +0,2%
4,7%

5,5
5,9%
7,1%*

5,7+£0,2
5,6£0,2
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Per altra banda, la gran diferéncia obtinguda entre el pK, de I’asp 85 al mutant
P8G 1 P8W fa pensar que en introduir un aminoacid tan gran com ¢és el triptofan pot
causar un desplacament de les aigiies i les altres prolines produint un efecte major que
quan es muta per una glicina. El mutant 3PG es va construir com a resultat d’aquestes
dades, per tal d’esbrinar si la substitucid de les tres prolines al mateix temps produiria
un efecte similar a la mutacio PSW. En el triple mutant es pot observar un increment
important del pK, respecte a la bR silvestre, perd una disminucié comparat amb el
mutant PSW. Aquestes dades indiquen per una banda que el fet de mutar les tres
prolines produeix una canvi més important que cada mutant individual, i per altra que la
mutacio P8W produeix canvis addicionals.

Observant la corba de la bR silvestre de la figura IV.41 en 150 mM KClI es pot
apreciar que quan es baixa el pH del medi per sota de 2,5, hi comenca a haver una
disminuci6 de I’absorbancia a 630 nm com a conseqiiéncia de la reaparicid de
membrana purpura a pH molt acids (seccid 1.9.1). Aquesta forma ¢s 1’anomenada
purpura acida i1 es produeix com a conseqiiencia de la introduccidé del ions CI°
provinents del KCI dintre de la proteina allotjant-se en 1’entorn del retinal i permetent
aixi la protonacio de I’Asp 212 (Kelemen et al., 1999). La conjuncié d’aquest dos
factors, la localitzaci6 de la carrega negativa de 1’16 clor prop del retinal junt amb la
protonaci6 de I’ Asp 212 produirien la restauracio parcial de I’entorn original del retinal,
obtenint-se una especie amb un maxim d’absorbancia a 585 nm. Quan es fa la titraci6 en
preséncia de 75 mM de Na,;SOy, on hi ha abséncia total de CI” en el medi, I’Asp 212 no
es pot protonar ja que els ions SO4 s6n massa grans 1 no poden penetrar dintre de la
proteina, 1 per tant no es forma 1’espécie purpura—acida. Aixi doncs les titracions fetes
en H,O (on s’acidifica el medi amb H,SO4) o condicions desionitzades (on es comenca
la titracid a pH acid i s’afegeix NaOH per alcalinitzar el medi) no presenten aquesta
especie a pH acids.

En cap mutant estudiat fins ara hem observat cap contradicci6 en aquest fet
excepte pel mutant PSW. A la figura IV.42 es troben representades les corbes de
titracid del mutant P8W 1 bR silvestre en 150 mM de KC1 1 75 mM de Na,SO,. En
aquest cas es troben representats els canvis del maxim d’absorbancia en funcié del pH
en comptes de I’increment d’absorbancia a 630 nm, per tal d’observar millor I’efecte
d’aparici6 de la forma purpura-acida. Per la bR silvestre es pot observar clarament que

quan es fa la titracid en abséncia de ions CI” (en SO4%), a pH per sota de 2, el maxim



143 V. Resultats i Discussio

d’absorbancia es manté al voltant de 600 nm ja que en no haver-hi ions clor la forma
purpura-acida no es pot formar. En condicions de 150 mM de KCI pero, es veu un clar
desplagament cap al blau del maxim d’absorbancia en disminuir el pH per sota de 2,5
com a conseqiiencia de la formaci6 de la bR plrpura-acida. En el cas del mutant PSW es
fa evident que no seria necessaria la preséncia d’ions clor per obtenir aquesta forma, ja
que tant en preséncia com abséncia de Cl” es forma bR purpura acida (figura 1V.42).
Aixi doncs, semblaria ser que en aquest mutant, I’Asp 212 es podria protonar restaurant
I’entorn del retinal sense la necessitat del clor. Es podria pensar que una estructura més
oberta de les heélices en aquest mutant podria permetre 1’entrada d’ions SO, fent el
mateix efecte que el CI'. El fet pero, de que aquest mutant també formi bR purpura acida
en el seu estat desionitzat sense preséncia de cap 16 al medi (figura IV.43) indica que no
seria degut a I’entrada dels ions sofre, sind que definitivament la formacié d’aquesta
especie seria totalment independent dels ions.

Aquest fet també¢ €s present al mutant PSG encara que no de manera tan evident,
mostrant que quan la prolina 8 és absent en la bR no seria necessaria 1’entrada de CI” per

a que ’aspartic 212 es protoni.
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FiguralV.42. Representacio del maxim d’absorbancia del mutant PSW i bR
silvestre en funcio del pH en preséncia (150 mM KCIl) i abséncia d’ions CI°
(75 mM Na,S0O,). Mostres adaptades a la foscor i temperatura ambient.

La comparacio de les titracions de pH fetes en abséncia o en preséncia de clor no
solament indiquen un comportament diferent en 1’aparicié6 de bR puarpura acida, sind

que a més mostra que el valor de pK, de I’Asp 85 és diferent depenent de la sal
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utilitzada. En abséncia de clor el valor de pK, obtingut és menor comparat amb la seva
presencia, indicant que el ClI” d’alguna manera ja interacciona amb la proteina a pH
neutre canviant 1I’entorn del retinal, tant en la bR silvestre com en el mutant.

Els valors del pK, extrets de I’ajust de les corbes de la figura IV.42 en presencia
de clor, donen uns valors que es troben lleugerament per sota dels obtinguts de 1’ajust
de les corbes de la grafica IV.41 on s’expressa els canvis d’absorbancia a 630 nm en
funci6é del pH en comptes d’utilitzar el maxim d’absorbancia. Aquest fet es deu a que
petits canvis en la formacié de membrana blava no soén suficients per produir un canvi
en el maxim d’absorbancia de la proteina. Es per tant més correcte utilitzar la
representacio de la figura IV.41 (o sigui, utilitzar els canvis d’absorbancia) per
determinar el pK, aparent de I’ Asp 85.

Les titracions de la bR silvestre a concentracions ioniques per sobre de 150 mM
de KCI no presenten gaires canvis en el pK, de I’Asp 85. El mutant P8W, pero, presenta
un valor menor de pK, a mesura que es va incrementant la forga ionica del medi des de
150 mM a 2 M de KCl. A la grafica IV.43 es troben representats els canvis
d’absorbancia a 630 nm en funci6é del pH del mutant PSW en diferents condicions de

forga ionica del medi.
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FiguralV.43. Representacio de I’increment d’absorbancia a 630 nm en
funcié del pH per al mutant P8W desionitzat, en H,O, 150 mM, 1 M i 2
M de KCI, adaptat a la foscor i temperatura ambient. Les dades per a
cada condicio6 han estat normalitzades entre 01 1.

En condicions de 150 mM KCI el pK, obtingut és 5,4, perdo en augmentar la
concentracio de KCl a 1M el pK, obtingut és 4,3 i en 2 M de 3,3. Igual que en ’analisi
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dels espectres de diferencia entre les formes adaptades a la llum 1 a la foscor, ens tornem
a trobar canvis depenent de la forga ionica del medi. L’increment de la forga ionica del
medi, a més, produeix una menor amplada de la corba indicant que 1’apantallament de
les carregues eléctriques superficials de la proteina pot eliminar la protonacié d’altres

grups diferents de 1’aspartic 85 per produir la forma blava.

I'V.3.2.3.Comportament de la bR front I’ alcalinitzacié del medi

A la figura IV.44 es troben representats els espectres de diferéncia del procés
d’alcalinitzacio del medi de la bR silvestre i dels mutants PSW, P77G i P200G. Es pot
apreciar que, a pH més neutres, tots tres mutants presenten una major proporcié de

membrana vermella (banda a 470 nm) que la bR silvestre.
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Figura 1V.44. 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 KCIl i adaptades a la
foscor de la bR silvestre i dels mutants PSW, P77G i P200G. On: bR silvestre amb pH; (de 'l a
I'11) 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. P8W amb pH; (de 1’1 al
12):7,1; 7,4; 7,7; 8,1; 8,6; 9,3; 11,5; 11,9; 12,1; 12,4; 12,71 13,0. P77G amb pH; (de I’'l a I’'11):
8,7; 9,2; 10,0; 11,0; 11,8; 12,2; 12,4; 12,7; 12,9 i 13,3.i el mutant P200G amb pH; (de 1’1 a
1’'11): 6,9; 8,5; 9,8, 11,0; 11,6; 11,9; 12,0; 12,3; 12,6; 12,91 13,1.
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La representacid de I’evolucié de cadascuna de les especies obtingudes en
alcalinitzar el medi (figura IV.45) mostra com efectivament a tots tres mutants la forma
vermella apareix a valors de pH menors que a la bR silvestre, indicant una
desprotonacié prematura de la BS, sent el mutant PSW on es produeix la desprotonacio
a pH més baixos. S’observa a més que en el mutant P8W el maxim de forma vermella
obtingut s’assoleix a pH 9 en comptes de a pH 12 com succeeix en la bR silvestre 1 els
altres mutants, i que aquest maxim es manté constant fins a pH 12, moment en el que es
comenca a observar una disminucié en la quantitat de forma vermella com a
conseqliencia de la desnaturalitzacié de la proteina. L’increment de forma vermella en
funcio del pH de la figura IV.45 mostra que el percentatge de molécules de bR que

estan en aquesta forma en mutant P8W presenten un pK, de la BS aproximat de 7,5.
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Figura 1V.45. Representacid del canvi d’absorbancia a 570 nm, 470 nm i 365 nm en funci6 del
pH per a la bR silvestre i els mutants P8W, P77G i P200G en 150 mM KCI, temperatura
ambient i adaptats a la foscor. Els valors s’han obtingut a partir dels espectres de diferéncia de
la figura IV.44.

La formaci6 de bR vermella en el mutant P8W de fet es troba solapada amb la
transicio purpura-blau. A la figura IV.46 A es pot apreciar que en incrementar-se el pH

del medi des de 2 a 9 es produeixen dues transicions, una primera (en blau) on es passa
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des de la forma blava (594 nm) a la forma més purpura (555 nm) on hi ha una barreja
de bR blava i purpura, i una segona (en vermell) on es passa de la barreja blava-parpura
a una barreja puarpura-vermella. L’evolucié de les dues transicions es troben
representades a les figures IV.46.B i C on s’ha pres com a espectre de referéncia
I’espectre en negre on encara no ha acabat la transicid blau-ptrpura i no ha comencat
I’aparici6 de forma vermella. Aixi doncs al mutant PSW es comenga a observar
clarament 1’aparici6 de membrana vermella a partir de pH 6, cinc unitats de pH per sota

de la bR silvestre (figura IV.45).
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Figura IV.46. (A) Espectres d’absorbancia del mutant PSW en 150 mM KCl,
adaptat a la foscor i temperatura ambient en disminuir el pH del medi. (De 1’1 al
12) 2,4; 2,9; 3,8; 4,5; 5,1; 5,6; 6,2; 6,8; 7,2; 7,6; 8,3; 9,0. (B) Espectres de
diferéncia dels espectres a pH per sobre de ’espectre de referéncia pH 6,2. (C)
Espectres de diferéncia dels espectres a pH per sota de I’espectre de referéncia
pH 6,2. En blau estan representats els espectres de la transicié blau-purpura, en
vermell els de la transicié purpura-vermell i en negre es troba indicat I’espectre
de referéncia.

En els mutants P77G i P200G s’observa també una aparicié avancada de la
forma vermella, tenint a pH 10 un 51 % 1 35 % respectivament del total de la forma
vermella formada. En el mutant PSW a aquest pH s’obté el 100 % de 1’aparicio
d’aquesta forma, comparat amb 1’1 % de la bR silvestre. El pK, de desnaturalitzacio

dels mutants P77G i P200G, tot i presentar una aparici6é avancada de forma vermella és
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el mateix que I’obtingut a la bR silvestre (taula IV.14), indicant que [D’estabilitat

d’aquests mutants front al pH alcali no varia tot i que la BS es comenga a desprotonar

abans. EI mutant P§W pero, presenta un pK, de desnaturalitzacié 0,4 unitats de pH per

sota de la bR silvestre indicant en aquest cas una quasi inapreciable menor estabilitat de

la proteina front 1’alcalinitzacié del medi. Aqui tenim un exemple més de que no sempre

hi ha un acoblament entre la desprotonacid de la BS i I’aparicié de la forma absorbint a

365 nm.

Taula 1V.14. Valors de pK, de desnaturalitzacio
alcalina de la bR silvestre i bR mutants adaptats a la
foscor en 150 mM KCIl i temperatura ambient.

Mostra pK., desnaturalitzacio6
bR silvestre 12,8 +0,1

P8W 12,4£0,2
P77G 12,7

P200G 12,7+£0,1

A la figura IV.47 es veu clarament que hi ha una important disminuci6é de

I’absorbancia a 570 nm a partir de pH més baixos en aquests mutants que a la bR

silvestre, com a conseqii¢ncia de la formaci6 de la forma vermella. La corba del mutant

P8W mostra clarament la rapida aparicié d’aquesta forma.
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Figura 1V.47. Increment d’absorbancia a 570 nm en funci6 del pH per
la bR silvestre i els mutants P8W, P77G 1 P200G en 150 mM KCI,
adaptats a la foscor i temperatura ambient. Aquests valors s’han
obtingut a partir dels espectres de diferéncia de la figura 1V.44. Els
valors han estat normalitzats entre 0 i —1.
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I'V.3.2.4. Reacci6 de la hidroxilamina amb la Base de Schiff

D’entre tots els mutants estudiats I’inic que sembla presentar un comportament
normal versus la incubacié amb hidroxilamina és el mutant P8G (figura IV.48), encara
que per qiiestio de falta de material no s’ha pogut estudiar I’accessibilitat en condicions
de no il-luminaci6. Semblaria doncs que la substitucio de la prolina 8 per una glicina no
produiria cap canvi estructural de la proteina en termes d’obertura de les helices, al

menys durant el fotocicle.

- ---{—--- bR silvestre
w_zgw!ixfitsz‘xz- Raas 2 NGNS
£ ~. - -
5 Vv et
: N e PTTG
8 A 4 V—O~V—€>~v-=@—_y- ~ o4 P200G
: TIX Y+ P3G
é O.g\'\
£ o
E Aowa )
£ -A-a-
B“’ N V A A-A—A-E—A A-A-A-A-A A
g W"ﬁ - D\\\
- B
| | I ’
200 400 600
Temps (min)

Figura.lV.48. Cinétiques de desaparicio de la banda a 570 nm en preséncia d’1 M
d’hidroxilamina, 150 mM tamp¢ fosfat, pH 7,0 i temperatura ambient. Els simbols
en negre es corresponen a l’incubaci6 realitzada sota condicions de foscor i els
simbols buits en condicions d’il-luminacié a 300 lux. Per a la bR silvestre i els
mutants P8G, P8W, P77G, P200G i 3PG.

Quan la prolina 8 pero, es substituida per un triptofan es produeix un drastic
descens en el temps mija necessari tant per a que la hidroxilamina hidrolitzi el retinal en
abséncia com en presencia d’il'luminaci6 (taula IV.15). A més en aquest mutant la
cinetica d’hidrolisi del retinal passa de ser monoexponencial a ser biexponencial. Aixi
doncs semblaria que la hidrolisi del retinal en el mutant PSW tindria dos components
diferents, un més rapid i majoritari (65 % DA 152 % LA) i un més lent i minoritari (35
% DA 148 % LA). L’elevada velocitat de reaccié de la hidroxilamina en els mutants
P8W 1 3PG corrobora la idea d’una menor compactaci6 de la proteina en termes
d’obertura de les helices, al menys en la regid extracel-lular.

El mutant P77G presenta una major accessibilitat per la hidroxilamina que la bR
silvestre en 1’estat basal de la proteina, de manera que aquesta prolina sembla important

pel manteniment de la compactaci6 de la bR. La compactacié durant el fotocicle també
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€s menor en aquest cas, encara que la velocitat de reaccio de la hidroxilamina només es
veu incrementada unes dues vegades comparat amb la bR silvestre.

El més sorprenent és el resultat obtingut en el cas de la mutaci6 P200G on
s’observa que en substituir aquesta prolina per una glicina s’incrementa el temps de
reacci6 de la hidroxilamina durant el fotocicle comparat amb la bR silvestre. Aquest fet
indicaria que la prolina 200 no participaria en el manteniment de la compactacid de les
helices en la regid extracel-lular com és el cas de la prolina 77, sind que podria
participar en facilitar I’obertura de la part final de les helices durant el fotocicle potser

per afavorir I’expulsié del proto a la part extracel-lular.

Taula IV.15. Valors de t;, per la bR silvestre i mutants del
procés de reacci6 amb la hidroxilamina sota condicions
d’il-luminacié i foscor. A partir dels ajustos a exponencials de
primer ordre s’han obtingut els valors de t. El valor de t;/, s’obté
multiplicant el valor de la t per In2. En el cas del mutant PSW i
3PG I’ajust ha estat biexponencial. Els valors marcats amb
asterisc son aquells que es considera que difereixen dels
obtinguts a la bR silvestre.

Mostra t12 (min) llum t1/2 (min) foscor
BR silvestre 180 £ 17 10540 + 600
P8G 179 £ 15 -

P8W 1,7£0,2/62+7* 24 +£3/792 £ 57*
P77G 73 £ 9* 1163 + 46*
P200G 557 £100* 10720 £ 950
3PG 34+£0,5/127 + 14* -

IV.3.2.5. Estabilitat térmica dela bR
V.3.2.5.1. Espectroscopia UV-Vis

L’estudi de I’estabilitat térmica dels diferents mutants mostra que a pH 7 (figura
IV.4911V.51) els mutants P77G 1 P200G presenten una practica normalitat respecte a la
bR silvestre. El mutant PSW pero, no solament presenta una abséncia absoluta de
forma blava en augmentar la temperatura sin6 que també produeix una major proporciod
de forma vermella comparat amb la bR silvestre. El calcul de la proporci6 de cadascuna
de les especies respecte al 100 % de la forma purpura absorbent a 570 nm (taula IV.16),

mostra que en tots tres mutants hi ha una menor formaci6 de bR blava.
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Aquest fet no es pot explicar com un efecte de 1’elevat pK, de I’Asp 85 en aigua
en aquests mutants, ja que en el mutant PSW en aquestes condicions presenta un valor
de pK, de 5.,4; i a pH 7,0 solament presenta un 15 % de membrana blava, aixi doncs
I’absencia d’aquesta forma no es deu a que a aquest pH ja hi hagi una elevada proporcio
de forma blava. Com que a la bR silvestre aquest percentatge és de practicament del 0
% el que cal esperar es que al mutant PSW la proporcié de forma blava formada en
augmentar la temperatura sigui menor que a la bR silvestre pero no absent. El fet de que
aquest mutant pugui presentar un menor contingut en cations, podria explicar aquest
fenomen, ja que en no desplacar-se els cations units en augmentar la temperatura, no es

produiria la forma blava.
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Figura1V.49. Espectres de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants P8W, P77G i P200G en
funcié de la temperatura a pH 7,0, aigua i adaptats a la foscor. Del 2 al 17 increment de
temperatura de 5° C des de 25 a 100° C.

L’abséncia de forma blava en el mutant PSW comporta la formaci6 directa de
bR vermella i retinal lliure sense passar préviament per la forma blava. Per altra banda,
els espectres de difereéncia de la figura IV.49 semblen mostrar una major proporcio de la

banda de retinal Iliure al mutant PSW. Aquest fet és un artefacte, ja que mentre que a la
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bR silvestre (figura IV.50.A) i altres mutants a mesura que s’augmenta la temperatura es

produeix una major agregacidé de la mostra, en el cas del mutant P8W no es produeix

aquest efecte (figura IV.50.B).

TaulaIV.16. Valors en % de cadascuna de les espécies representades a
la figura 1V.49. en relacio al 100 % de la forma parpura de la bR
silvestre 1 mutants. En asterisc es troben indicats aquells valors que es
considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Mostra Forma blava Forma vermella
bR silvestre 16 5
P8W 0* 15%
P77G 4* 15%
P200G O* 6
1’5 ‘V 1 1 1 A
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Figura IV.50. Espectres d’absorbancia en funcié de la temperatura de la bR
silvestre (A) i mutant P8W (B), en 150 mM KCI i mostres adaptades a la
foscor. De 1’1 al 17 espectres a temperatures creixents de 5° C des de 20 a

100° C.
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En el cas del mutant P77G es produeix una certa proporcié de forma blava
encara molt menor que a la bR silvestre. Aquesta menor proporcié de forma blava
obtinguda podria ser deguda a una major proporcid de membrana vermella. El mutant
P200G també presenta una menor proporcid de forma blava perd, en aquest cas no

queda compensat amb un major augment de forma vermella (figura IV.49 i taula IV.16).
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Figura 1V.51. Representacio dels canvis d’absorbancia a les longitud d’ona 635, 560, 450 i 385
nm en funcidé de la temperatura de la bR silvestre i mutants PSW, P77G 1 P200G a pH 71 4
adaptats a la foscor. En el cas dels tres mutants la corba representada en purpura a pH 4, es
correspon amb un maxim d’absorbancia desplagat a 600 nm.
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Taula IV.17. Valors de Ty, de desnaturalitzacid
de la bR silvestre i mutants en H,O a pH 7,0 i
4,0. Els valors marcats amb asterisc son aquells
que es considera que difercixen dels obtinguts a
la bR silvestre.

Mostra pH7 pH4

bR silvestre 90,5+ 0,2 68,1 +0,3
P8W 90,3 £ 1 71,7 £0,8%
P77G 91,2+ 0,4 72,2 £0,8%
P200G 90,9 £ 1 68,8£0,3

L’estudi de I’estabilitat térmica d’aquests mutants a pH 4,0 (figura IV.51) mostra
que hi ha una absencia total de formacié de forma blava en els mutants P8W i P77G i
quasi absent en P200G. Aquest fet és esperable tenint en compte que aquests mutants
presenten un pK, de I’Asp 85 en aigua molt elevat (taula 1V.13), de manera que a pH
4,0 ja s’hauria format la bR blava quasi totalment. Aixi doncs, en escalfar les mostres
no es podria produir més forma blava.

Les dades de la taula IV.17 mostren que els mutants estudiats P8W, P77G i
P200G presenten una estabilitat térmica bastant similar a la bR silvestre a pH 7 encara
que a pH 4 sembla que aquestes mutacions produeixen una major estabilitat de la
proteina en front de la temperatura. Aquesta major estabilitat a pH acid pels mutants
P8W i1 P77G correspon a una menor cooperativitat, ja que la forma desnaturalitzada

comenga a apareixer al voltant dels 35° C.

1V.3.2.5.2. Calorimetria diferencial derastreig (DSC)

L’obtencio dels termogrames per DSC mostra que els mutants P8W i P77G
tenen una transicidé principal amb una T, lleugerament menor, indicant que aquestes
mutacions desestabilitzen lleugerament la proteina en front 1’augment de temperatura
(figura IV.52 i taula IV.18). La mutaci6 P200G quasi no produeix cap efecte en
I’estabilitat de la bR.

La pre-transici6 pero, tant del mutant PSW com del P77G mostra no solament un
menor valor de Ty, (taula IV.18) sin6 que a més aquesta transicid és quasi inapreciable
(figura IV.52). Aquest fet es trobaria Iligat a una ordenaci6 paracristal-lina alterada de la
membrana purpura, segurament degut a un menor contingut en cations en aquests

mutants. El mutant P200G sembla no presentar cap alteracio en 1’estabilitat térmica com
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ho indica el valor quasi normal de la T,, principal (taula IV.18). L’absorcié de calor
degut a la desorganitzaci6 de la membrana purpura a aquest mutant pero, tot 1 tenir un
valor de T, comparable a I’obtingut a la bR silvestre, t¢ una forma molt diferent. Al
termograma de la figura IV.52 es pot apreciar com a partir de 50° C es dona un
increment paulati d’absorci6 de calor. Aquest podria indicar la preséncia de varies
transicions consecutives que contribuirien a la desorganitzacio, potser més important, de

la xarxa paracristal-lina.

bR silvestre

Cp (call°’C)

o0,0015 +—+—+}—+——4+—+—+4+—+—+—+—4—+——
40 50 60 70 80 90 100 110

Temperatura (°C)

Figura IV.52. Termogrames obtinguts per la bR silvestre i pels mutants en
esclafar 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 front H,O i a un pH de 6,5.

Cal destacar que les dades obtingudes per UV-Vis i DSC no coincideixen
exactament ja que les caracteristiques de cada experiment son diferents tal i com es

comenta a la secci6o 1V.2.2.5.2.
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Taula 1V.18. Valors obtinguts per DSC de les Ty, de les transicions
térmiques que tenen lloc a la bR silvestre i als mutants en aigua i pH
6,5. Els valors marcats amb asterisc es corresponen a aquells que es
considera que difereixen amb els obtinguts a la bR silvestre.

Mostra Tm pre-transicidé T, transicid principal
bR silvestre 82,3+£0,6 98,8 1,5
P8W 63,3 +£3,1* 96,3 £ 0,6*
P77G 72,5 £0,5% 92,2+0,5*%
P200G 79,3+3,2 97,0+ 1,7

IV.3.3. ESTUDI FUNCIONAL
IV.3.3.1. Cinetica de|’intermediari M

L’estudi de la cinética de I’intermediari M per fotolisi de llampec d’aquests
mutants revela que cap dels canvis observats anteriorment afecta de manera important
aquest intermediari (figura IV.53).

Els valors de la taula IV.19 indiquen uns petits canvis a nivell de formaci6 d’M
tant a pH 6,5 com 10,0 en els mutants P77G 1 P200G, tenint un segon component el
doble de rapid que la bR silvestre. Aixi doncs, la formacié de M, és més rapida indicant
una desprotonacié més rapida del CAP o una acceleracio en 1’accessibilitat de la BS cap
al costat citoplasmatic, en mutar aquestes prolines per glicines. Els unics canvis
observables al mutant PSW és una desaparicié més rapida d’M® a pH 10, indicant una
reprotonaci6é de I’Asp 96 més rapida. Aquest mutant a més presenta una aparicié més
lenta del primer component d’M a pH 10, es a dir, una desprotonacié més lenta de la
BS, de fet el mutant PSW presenta una independencia de desprotonacié de la BS del pH
del medi (taula IV.19). Per altra banda, 1’unic efecte que en principi produeix la
mutacio P8G ¢és produir un enlentiment en la desprotonacio6 de la BS a pH neutre.

La substituci6é de la prolina 8 tant per una glicina o un triptofan produeix un
augment en ’acumulacié d’M; a pH neutre. Aquest fet pot ser degut a una major
acumulacié de D’intermediari L, potser degut a una més rapida aparici6 d’aquest
intermediari, ja que la formacié d’M; en aquest mutants és comparable a la bR silvestre.
Aixi doncs aquesta acumulacio podria ser deguda a un afavoriment en la reisomeritzacio

del retinal des de tot-trans a 13-cis (veure seccio 1.6.2) en substituir la prolina 8.
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Figura IV.53. Cinética de I’intermediari M de la bR silvestre i els

mutants P8G, P8W, P77G i P200G en 1M de KCI i temperatura
ambient a pH 6,51 10,0.
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Taula 1V.19. Valors de 1 de la cinetica d’aparicio i desaparicio de ’intermediari M en 1 M de
KCI i temperatura ambient a pH 6,0 i 10,0 per a la bR silvestre i mutants. Els valors indicats

amb asterisc son aquells que es considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Mostra Formacio M (us) Desaparicié M (ms)
pH 6,5 pH 10 pH 6,5 pH 10
bR 3,6 £0,7 (10 %) 2,3£0,4 (75 %) 3,5£0,5 1,9+0,5(54 %)
silvestre 68 + 11 (90 %) 20 +3 (25 %) 67 + 18 (46 %)
P8G 5,1+0,2 (58 %)* 2,3+ 1,1(73 %) 3,1£0,7 1,9%0,1(62 %)
58 +3 (32 %) 21+1(27 %) 53 +2 (38 %)
PSW 4,7+ 1,7 (60 %) 47+1,1(74%)*  3,6+0,6 2,2+0,4(69%)
62 £ 0 (40 %) 24 +4 (26 %) 44 +1 (31 %)*
P77G 2,9+ 1,7 (28 %) 0,8+ 0 (55 %)* 3513 2,1+0,1(64 %)
39 + 8 (72 %)* 13 +2 (45 %)* 80+ 17 (36 %)
P200G 3,1£0,9 (20 %) 1,0£0,6 (53 %)*  3,0+07 1,9+0,1(68 %)

38 + 3 (80 %)*

1142 (47 %)*

61 £16 (42 %)

Per altre costat les mutacions P77G i P200G son les que produeixen una major
acumulacié d’M; a pH basic perdo no a pH neutre. Observant els temps de formacid
d’M; a aquest pH en aquest mutants, es detecta que la formacio d’aquest intermediari és
quasi dues vegades més rapida en aquests dos mutants que a la bR silvestre, pero la seva
desaparicio no varia. Aquest fet doncs determina que 1’acumulaciéo d’M, a aquest pH
sigui major que a la bR silvestre.

La més rapida desaparicio del component lent (M°) a pH 10 indicaria una
reprotonacié de ’Asp 96 més afavorida a pH basics al mutant PSW que a la bR
silvestre.

La proporcio d’M produit a cadascun dels mutants és del 100 % comparat amb
la bR silvestre. De manera que a la mateixa concentraci6 de proteina i intensitat de llum,

totes les mostres donen la mateixa intensitat d’absorbancia a 410 nm.

IV.3.3.2. Bombeig de protons detectats amb piranina
Els canvis temporals de la cinética de bombeig de protons per a aquests mutants
son molt subtils, amb una petita acceleracid en la captacié del proto en els mutant P8G,

P8W 1 P77G (figura IV.54).
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La intensitat del senyal de la piranina pero és diferent en aquests mutants, de
manera que per a la mateixa concentracido de bR el mutant P8G té un percentatge de
bombeig de protons del 100 % comparat amb la bR silvestre, el mutant PSW té una
activitat bombejadora del 30 %, el mutant P77G del 50 % i el mutant P200G del 40%.
Aixi doncs si el percentatge de bombeig €s menor en alguns d’aquests mutants, vol dir
que en no tots els fotocicles es produeix el bombeig de protons. Aixo vol dir per
exemple que només el 30 % de les molécules de PS8W que inicien el fotocicle
transporten protons. L’altra 70 % podria no completar el fotocicle retornant a 1’estat

basal mitjangant un fotocicle alternatiu 6 directament des de 1’intermediari M.

= —— bR sllvestre
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Figura 1V.54. Cinética de bombeig de protons en forma dels canvis
d’absorbancia a 460 nm de la piranina en funci6 del temps per bR silvestre i
els mutants P8G, P8W, P77G i P200G en 1M de KCI, pH 7,2; 50 uM de
piranina i temperatura ambient. Els espectres han estat normalitzats per a una
mateixa intensitat.
Aquests resultats suggereixen que la mutacié d’aquestes prolines no produeix
cap canvi significatiu en els temps d’expulsio i1 recaptacid del protd, perd en canvi

I’eficiencia de transport de protons de la proteina quedaria considerablement afectada.

IV.3.3.3. Fotocorrents
L’estudi dels moviments de carregues eléctriques sobre la bR orientada en gels
de poliacrilamida mostra que els mutants P8G i P200G presenten un pK, practicament

normal del CAP a I’estat basal (figura IV.55).



V. Resultatsi Discussio 160
60 4 O o) bR silvestre
501 =
w0l 8 8
3048
T K 8,8
204 PK, 8,3 PR
10+
— o4
3 ; ; — 2
~ 1 T —:
40 - = P200G &
354 T 40
30
1 430
20
i + 20
151
10+ 4 10
51 L
0 } } } F—+— —— } 0
2 4 6 8 10 12 2 6 8 10 12
pH

Figura 1V.55. Representacio de la constant de caiguda del component B2, quadre negre, i de la
formacio de M, cercle buit, en funcié del pH per la bR silvestre i els mutants P8G, P77G i
P200G en 100 mM de KCI.

El mutant P77G perd presenta un descens d’una unitat de pH d’aquest pK,
indicant que la substitucié d’aquesta prolina indueix canvis en I’entorn del CAP. En tots
els casos, el pK, obtingut de les fotocorrents és molt similar a 1’obtingut a partir de

I’aparici6 de I’intermediari M.

1V.3.3.4. Espectroscopia d infraroig amb transformada de Fourier (FTIR)
IV.3.3.4.1. Espectres de diferencia de I’intermediari M

Els espectres de diferéncia corresponents a 1’intermediari M obtinguts per FTIR
indiquen sobre tot alteracions a nivell de ’amida I als mutants P8W, P77G i P200G,
comparats amb la bR silvestre. En els dos darrers mutants sobretot, es poden observar
que hi ha pocs canvis a nivell de les hélices a entre 1’estat basal i I’intermediari M
(regi6 al voltant de 1650 cm™ en la figura IV.56). Aquest fet indicaria que o bé en
aquests mutants no es produeixen canvis conformacionals durant el fotocicle o bé que
aquestes helices ja es troben suficientment obertes a l’estat basal i que la seva

conformacié gairebé no canvia en formar-se I’intermediari M.
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Figura 1V.56. Espectres de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants P8G, P&8W, P77G i
P200G obtinguts a partir de film sec de MP a pH 10, 150 mM KCI i -30° C. L’intermediari

atrapat és I’M. * canvis per tenir en compte.

Un canvi important que s’ha observat durant [’obtencid dels espectres

d’infraroig en aquests mutants en diferents condicions de temperatura i humitat (taula

IV.20) és que tendeixen a acumular I’intermediari N. Als mutants P8§G, PSW i1 3PG la

proporci6 d’intermediari M que s’aconsegueix atrapar sota aquests condicions és molt

baix obtenint-se per tant un senyal molt pobre.

Taula 1V.20. Intermediari atrapat a la bR silvestre i diferents mutants en 150 mM 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
P8G N M M M
P8W N N Nm M
P77G N M M M
P200G N MoN MoN M
3PG - MN MN M
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1V.3.3.4.2. Espectre de diferéncia de I’intermediari N

L’estudi de I’intermediari N dels diferents mutants mostra també molt poques
diferéncies comparat amb la bR silvestre, algunes de les quals es troben localitzades a la
regid de I’amida I indicant també en aquest cas diferéncies en el moviment de les

helices en aquests mutants.

Absorbancia

1 T T 1 T | 1 T
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

NUmero d'ona (cm™)
Figura IV.57. Espectres de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants P8G, P&8W, P77G i
P200G obtinguts a partir de films humits de MP a pH 10, 150 mM KCl i 4° C. L’intermediari
atrapat €és I’N. * canvis per tenir en consideracio. En el cas del mutant PSW 1’intermediari N
mostrat prové d’un film sec en comptes d’un humit per que sota aquestes condicions 1’espectre
obtingut és millor.

IV.3.4. Discussio

La disposicio de les prolines 8, 77 i 200 en forma de butxaca on s’allotgen
diverses molecules d’aigua va despertar I’interés del nostre grup. L’estudi de
I’estructura de Luecke et al (1999a) indica unes posicions d’aquestes prolines proximes
a les molecules d’aigua 415, 416, 417 1 418 (figura 1.20). Estudis de Chakrabarti et al.
(1998) indiquen la possibilitat de les prolines en formar ponts d’hidrogen amb el seu
carboni 8. Les distancies pero, entre aquests carbonis i les molécules d’aigua semblen
ser massa importants (de I’ordre de 4 A) com perqué es formin interaccions per ponts
d’hidrogen, tot i que la propia agitacid6 molecular podria facilitar I’apropament de les

molecules d’aigua a les prolines i1 aquestes interaccions podrien ser possibles.
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Les prolines per altra banda son residus que formen torsions degut a la rigidesa
del seu grup radical, es per aquest motiu que les prolines 8, 77 1 200 podrien ser
importants per mantenir la correcta disposicié dels diferents grups que interaccionen
amb les aigiies, com son per exemple el glutamic 9 i la leucina 201. De fet les torsions
d’aquestes prolines també poden afavorir per altra banda les interaccions del glutamic 9
amb la tirosina 79, o el glutamic 204 amb la serina 193 i el glutamic 194 ja que com
s’observa a la figura 1.20 la prolina 200 forma un pont d’hidrogen amb el glutamic 204.

La substituci6 d’aquestes prolines per glicines comporten la perdua de la
rigidesa del grup radical i per tant la possible ruptura d’interaccions entre els grups
veins. La construccio del mutant P8W es va realitzar amb 1’objectiu de determinar si la
introduccio d’un grup voluminés en la butxaca podia desorganitzar el complex format
per les quatre molécules d’aigua 1 aixi poder determinar la funcid d’aquest
microambient. Els resultats obtinguts en aquest mutant van donar lloc a la construccio
del mutant 3PG, on les tres prolines es van substituir simultaniament per glicines per
comprovar si aquest fet podia comportar les mateixes conseqiiencies que en introduir un
triptofan en aquesta regio.

El primer fet amb els que ens vam trobar va ser que en fer la mutaci6 P8G la
quantitat de bR extreta d’aquests mutants era molt petita, en el millor dels casos de
I’ordre de 0,5 mg/l comparat amb els 20 mg/l de la bR silvestre o els 10 mg/l d’altres
mutants. En el cas del mutant 3PG també ens vam trobar amb el mateix problema de
produccio de bR segurament degut a que en aquest mutant també hi ha la mutacié P8G.
El mutant PSW pero, presenta un nivell d’expressioé de bR similar a altres bR mutants.
Aixi doncs sembla ser que és la preséncia d’una glicina en la posicid 8 més que
I’abséncia de la prolina el fet que determina la precaria obtencié de bR mutant. El nivell
en el que es produeix la inhibicid de la produccié de bR és un tema que no ha sigut
estudiat 1 que seria interessant de fer-ho per tal de determinar 1’efecte de la glicina 8 en
la produccié de la proteina.

Es degut a I’escassa obtencié de bR mutants P8G i 3PG, que molts dels
experiments realitzats als altres mutants, o bé no s’han pogut dur a terme en aquests dos
mutants o bé s’ha fet una sola vegada i no s’han realitzat duplicacions. La substitucio de
la prolina 8 per una glicina practicament no ha implicat cap canvi substancial comparat

amb la bR silvestre en els experiments que s’han pogut realitzar, exceptuant un
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increment del pK, de I’Asp 85. La manca d’una informacié completa per falta de
realitzacié de més experiments no fa possible trobar la causa d’aquesta alteracio.

Els efectes més importants s’han obtingut en substituir aquesta prolina per
triptofan, comengant per un espectre d’absorbancia de la proteina alterat, amb un maxim
d’absorbancia desplacat comparat amb la bR silvestre (taula IV. 11). En un principi el
desplacament cap al blau del seu maxim es va interpretar com un canvi en 1’entorn del
retinal o una major proporcié de retinal en la configuarci6é 13-cis. Les dades de titracio
mostren perd, que a pH neutre hi ha una important proporcié de membrana vermella
(figura IV.45 1 IV.46) que coexisteix amb una proporcidé majoritaria de bR parpura. La
barreja de totes dues espécies dona doncs lloc a un espectre d’absorbancia amb el
maxim desplacat lleugerament cap al blau.

Les dades d’accessibilitat del retinal per la hidroxilamina indiquen una important
velocitat de reaccid tant en abséncia com en preséncia d’il-luminacié en el mutant P§W,
més fins 1 tot que en el triple mutant 3PG (figura IV.48). Aquest fet indicaria una major
obertura de ’extrem extracel-lular de les helices en aquest mutant potser degut a la
ruptura d’interaccions inter-heélices, possiblement a les formades per 1’arginina 7 1 el
glutamic 9 amb la tirosina 79 entre d’altres, i de la interaccid del glutamic 9 amb les
aiglies 415, 416 1 417. Aquesta ruptura perd sembla no ser suficient com per donar lloc
a aquesta obertura tan important, ja que les mutacions 3PG per un costat 1 R7E/E9R i
Y79F presentades a I’apartat anterior no produeixen una descompactacié tan important
de les helices, i sembla que la suma de tots aquests factors no seria suficient per produir
una accessibilitat tan pronunciada.

La visualitzacié molecular de la introduccié d’un triptofan a la posicio 8 (figura
IV.58) dona varies possibilitats de minima energia. La majoria de les opcions mostren
una orientacid de la cadena radical del triptofan cap a I’exterior de la proteina, de
manera que en no allotjar-se en la butxaca, en principi no hauria de pertorbar les
interaccions de les aigiies. L’orientaci6 cap a 1’exterior del triptofan podria determinar
la interaccié d’aquest grup amb bR veines del mateix trimer o trimer vei. Aquesta
interaccid podria donar lloc a una gran obertura de 1’hélix A explicant d’aquesta manera
la gran accessibilitat de la hidroxilamina.

Aquesta menor compactacid de les helices al mutant P8W es traduiria en una
major entrada de molécules d’aigua al voltant del retinal canviant aixi tant el pK, de

I’Asp 85 com de la Base de Schiff (taula IV.13 i figura IV.45). Aquest entorn canviat



165 V. Resultats i Discussio

segurament també determinaria la formaci6 de bR purpura acida en abséncia d’ions
clor, segurament permetent la protonacidé de I’Asp 212 en abseéncia d’ions. La
descompactacido de les hélices present en aquest mutant, podria ser per altra banda
responsable del canvi d’entorn de 1’Asp 96 permetent la seva reprotonacié a pH més
elevats que a la bR silvestre en el pas d’N = O, tal i com ho mostra la desaparicio

rapida d’M® (taula IV.19).

P200

we P77

Figura 1V.58. Visualitzacié6 molecular de possibles orientacions del triptofan 8 en el mutant
P8W mitjancant el programa Swis prot PDB Viewer. Aquest programa permet de manera
simplificada la introduccié i visualitzacié de les mutacions en una conformacié de minima
energia. Estructura de Luecke et al. (1999a).

Aquesta major obertura perd no sembla tenir un efecte massa important en
I’estabilitat térmica de la proteina, per0 en canvi sembla tenir importancia en

I’ordenacio hexagonal de la membrana plirpura com mostra la quasi absent pre-transicio
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obtinguda per DSC (figura 1V.52). El fet de que aquest mutant presenti un maxim
djabsorbancia (taula IV.12) i un pK, de I’ Asp 85 (figura IV.43) tan depenent de la forga
ionica del medi podria indicar una menor afinitat dels cations. Aquests resultats pero,
son dificils d’interpretar ja que a la bR silvestre el comportament de la proteina és
practicament ideéntic en 150 mM i 1 M de KCl. El comportament observat en el mutant
P8W, depenent de la forca ionica del medi, semblaria indicar que hi ha una major
proporci6é de carregues negatives superficials que a la bR silvestre, 1 per lo tant seria
necessaria una major forca ionica del medi per apantallar-les. Per que fos aquest el
motiu, en el mutant PSW hauria d’incrementar de manera molt important el nombre de
carregues negatives, fet que creiem forca improbable. Aixi doncs, com a possible
explicacid obtendriem que, mentre a la bR silvestre el major apantallament de les
carregues negatives a molaritats elevades no influenciaria 1’entorn del retinal (o
influenciaria molt poc), al mutant PSW hi hauria un efecte important. La major obertura
de les helices detectada en aquest mutant seria responsable d’aquesta influéncia de la
concentracio ionica. Segurament el que succeeix en aquest mutant és una barreja de dos
factors: per un costat 1’apantallament de carregues superficials afecten I’entorn del
retinal molt més que a la bR silvestre, i per altra costat podria haver un efecte sobre els
llocs d’uni6 de cations (Sanz et al., 2001).

Funcionalment, el mutant P8W presenta una normalitat quasi total amb
I’excepcid d’un lleuger retardament en la desprotonacié de la BS a pH basic durant M i
d’un descens en I’eficiencia de bombeig de protons (30 %) comparat amb la bR
silvestre. EI motiu d’aquesta menor eficiéncia podria venir donat per la preseéncia d’un
entorn del retinal alterat (taula IV.12 1 IV.13).

Per al mutant P77G, les dades d’accessibilitat del retinal per la hidroxilamina
mostren que hi ha una velocitat d’hidrolisi del retinal incrementada comparada amb la
bR ilvestre, encara que no tant com en el cas dels mutants PSW 1 3PG (taula IV.15).
Aquesta major accessibilitat s’interpreta com una estructura més oberta en la part
extracel-lular de les helices en aquest mutant, facilitant aixi I’entrada de la molecula
d’hidroxilamina dins de la proteina. En un principi la prolina 77 no es trobaria
interaccionant amb cap molécula d’aigua ni cap grup. Per tant, la seva mutaci6 no
hauria de produir la ruptura de cap interaccid que es traduis en una menor compactacio
de les helices. Els grups veins de la prolina 77 pero, si que es troben formant ponts

d’hidrogen, com soén la isoleucina 78, entre 1’oxigen del seu enllag peptidic amb el
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nitrogen de I’enlla¢ peptidic de la tirosina 67. Per altra banda I’oxigen de I’enllag
peptidic de 1’asparragina 76 es troba formant un pont d’hidrogen amb el nitrogen i
I’oxigen de I’enllag peptidic de la valina 69. Els grups 76 1 78 es troben al bucle més
llarg de la bR, el B-C, i es troben propers a I’hélix C. Els grups 67 1 69 per altra banda
es troben al mateix bucle pero a 1’altre costat, prop de I’h¢lix B. La interaccid entre
aquests grups produeix un apropament entre els dos extrems del bucle dirigint el seu
extrem cap als bucles D-E i1 F-G. Aixi doncs el paper de la prolina 77 podria consistir en
dirigir apropiadament els grups 77 1 79 per que interaccionin amb [’altre extrem del
bucle B-C (figura IV.59).

Aquesta doble interacci6 a més és practicament 1’Gnica interaccid que es
produiria entre els dos extrems del bucle. N’hi hauria un altre, encara que a major
distancia i per tant més feble, que formaria la glicina 65 amb el triptofan 81 i la tirosina
80. Aixi doncs la ruptura d’aquestes dues interaccions podria donar lloc a la
deslocalitzacio del bucle B-C i ’obertura del forat existent entre les h¢lices D-E 1 F-G,
facilitant aixi ’entrada de les molecules d’hidroxilamina 1 per extensié també de les
molécules d’aigua al voltant del retinal. Aquest fet podria explicar I’augment del pK, de

1I’Asp 85 en aquest mutant i la lleugera precocitat en la desprotonacié de la BS.

FiguralV.59. Visualitzacié de la regié extracel-lular on en taronja es troba representat el bucle
B-C, en blau la Ile 78, en vermell I’Asn 76, en verd la Thr 67 i en negre la Val 69. Estructura de
Luecke et al. (1999a).
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Aquesta mutacio pero també produeix altres efectes com €s una menor estabilitat
termica de la bR i una ordenacid paracristal-lina alterada (figura IV.52 i taula IV.18).
Funcionalment ens trobem amb el mateix cas que en el mutant PSW, on tot i tenir una
proporcié normal d’intermediari M, aquest mutant només té una capacitat de bombejar
del 50 %, es a dir, de cada dos molécules que comencen el fotocicle solament una
d’elles comporta el bombeig de protons. Aquest resultat concorda amb les dades de
fotocorrents (figura IV.55), on s’observa com el pK, del CAP és d’al voltant de 7,0, de
manera que a aquest pH el 50 % de les bR tindrien una CAP desprotonat i per tant no es
podrien desprotonar durant el fotocicle perqué ja es troben desprotonades a 1’estat basal.
En el cas de que el CAP es trobés desprotonat pero, semblaria ser que es continuaria
produint el bombeig de protons, perd I’expulsid del protd es donaria cap al final del
fotocicle com succeeix a pH acids (veure seccid 1.7.2). Aquesta hipotesi, perd, no es
troba del tot demostrada.

A la bR silvestre el bucle B-C es troba orientat prop del bucle F-G, on es troben
localitzats els Glu 194 i1 204 integrants del CAP, determinant I’entorn correcte per
mantenir 1’elevat pK, del CAP. El desplacament d’aquest bucle al mutant P77G alteraria
aquest entorn afectant doncs les caracteristiques de protonacid/desprotonaci6é del CAP.
A més també¢ produiria una alteraci6 en ’afinitat d’unié de cations tal i com indicaria la
quasi absent pre-transicio del termograma (figura IV.52) i la petita diferéncia en el pK,

de I’Asp 85 en aigua i forma desionitzada.

Figura IV.60. Visualitzacié de I’extrem extracel-lular de les hélices F i
G. En vermell es troba representat la isoleucina 191 i en verd la leucina
201. Estructura de Luecke et al. (1999).
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La tercera prolina mutada, P200G, té un comportament diferenciat de les altres
tres prolines. Aquest grup, a l’igual que les altres tres prolines sembla que no
interacciona amb cap molécula d’aigua perd interacciona amb el glutamic 204. La
torsi6 generada per aquesta prolina a més podria determinar la interaccié de la leucina
201 amb I’aigua 418 (figura 1.20) i el correcte establiment del ponts d’hidrogen entre la
isoleucina 191 i la valina 199 (figura I'V.60).

L’entorn de I’ Asp 85 en mutar la prolina 200 no queda afectat excepte pel cas en
que la titracié de pH es realitza en aigua, on el pK, es troba una unitat de pH per sobre
del valor obtingut per la bR silvestre (taula IV.13). Aquest fet podria indicar una menor
afinitat dels cations a aquest mutant.

L’acceleracio de la formaci6 d’M, en aquest mutant podria indicar una
desprotonaci6 del CAP més rapida que a la bR silvestre (figura IV.54). Els estudis
d’accessibilitat del retinal per la hidroxilamina indiquen que en produir la mutacid
P200G no tan sols no augmenta 1’accessibilitat sin6 que més bé la disminueix, de
manera que en aquest mutant el temps de reaccid es duplica en condicions
d’il-luminacio. A les fosques pero, el temps de reaccio €s el mateix que per al cas de la
bR silvestre. Es doncs durant la realitzacié del fotocicle quan es produeix una menor
obertura de les helices impedint la introduccid de la hidroxilamina dins de la proteina.
La menor obertura de les hélices també queda reflexada en els canvis més petits
observats a 1’amida I dels intermediaris M 1 N obtingut per espectroscopia d’infraroig
(figura IV.56 1 57).

Aquesta menor obertura de les hélices durant el fotocicle €s probable que sigui la
causa de la menor eficiencia de bombeig de protons (40 %), comparat amb la bR
silvestre (veure seccio 1V.3.3.2). El pK, del CAP és normal (figura IV.55), de manera
que la disminucié del bombeig podria venir donat per I’impediment del moviment de les
helices durant el fotocicle. Perdo com explicar aquesta dificultat del moviment? En
aquest cas la prolina en comptes d’afavorir el tancament de les helices, sembla que
produeix justament 1’efecte contrari. Si la mutacio P200G determinés la ruptura de
I’enllag entre la Ile 191 1 Val 199 s’hauria d’observar en tot cas una major obertura de
les hélices. Una possible explicacio podria ser que la substitucio de la prolina 200 per
una glicina produis un desplagament de les hélices F 1 G en trencar-se 1’interaccio 191-
199, formant-se interaccions noves que impedirien un moviment correcte de les helices

durant el fotocicle. Per altra banda, la possible desaparicidé de I’interaccié per ponts
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d’hidrogen entre la leucina 201 i 1’aigua 418 podria ser responsable de part dels efectes
observats en mutar la prolina 200 per una glicina. Una altra explicacio dels canvis
observats podria ser la ruptura del pont d’hidrogen que manté aquest grup amb el Glu

204.
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V.4. Estudi dels mutants D96N, E194Q | D96N/E194Q

IV.4.1. Objectiu de les mutacions

L’Asp 96 i Glu 194 son dos grups que es troben en costats oposats de la bR
(figura IV.61). Per tal d’estudiar la possible interaccid entre tots dos residus s’han
construit els mutants D96N, E194Q 1 el doble mutant D96N/E194Q (veure seccid
1.10.3).

Costaf orfoplosmdtic

Codtat eEetrack| |lidar

Figura 1V.61. Posicié de I’Asp 96 (verd) i Glu 194 (taronja) respecte el
retinal (vermell) en la bR. Estructura de Luecke et al. (1999a).

L’Asp 96 es troba localitzat al costat citoplasmatic de I’helix C i és el grup que
cedeix el protd a la BS perque es reprotoni en el pas d’M a N (veure seccio 1.6.2). En
I’estat de repos, ’Asp 96 es troba formant un pont d’hidrogen amb la treonina 46,
localitzada a I’helix B (figura IV.62). La substitucié d’aquest aspartic per una
asparragina anul-la la capacitat de protonacid/desprotonacio del grup de manera que ja
no pot exercir com a donador del proté a la BS. La interaccié amb la treonina 46 pero,
continuaria existint encara que seria una interaccié més feble i en aquest cas es produiria
entre el ND2 de I’asparragina i ’OG1 de la tirosina 46. Aixi doncs introduint la mutacio
DI96N el que s’aconsegueix és anul-lar la capacitat reprotonadora del grup 96 sense
produir canvis importants en les interaccions d’aquest grup.

El glutamic 194 es troba localitzat al costat extracel-lular de I’helix F 1 forma
part de I’anomenat complex alliberador del protd, CAP, sent aquest residu molt
important en el mecanisme d’expulsio del proto (veure seccid 1.7). Aquest residu a més
es troba interaccionant mitjancant ponts d’hidrogen amb les molécules d’aigua 404 1

405 que junt amb 1’establiment de ponts d’hidrogen amb altres grups formen la xarxa
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d’aigiies 1 ponts d’hidrogen que connecta la BS amb el CAP. El glutamic 194 per altra
banda es troba formant un doble pont d’hidrogen amb I’arginina 134 que es troba

localitzada a I’hélix E (figura IV.63).
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Figura IV.62. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen establerts pel grup 96 en la bR
silvestre 1 en el mutant D96N. En vermell es troben representats els oxigens i en blau els
nitrogens. Estructura de Luecke et al. (1999a).

La substitucié del glutamic en la posicio 194 per una glutamina (figura IV.63), a
més de produir la perdua de la seva capacitat de desprotonar-se, també produeix un
canvi en les interaccions per ponts d’hidrogen. La interaccié amb I’ Arg 134 no solament
es manté sin6 que a més es veu reforgada en produir-se un nou pont d’hidrogen entre
I’OEI de la glutamina i ’'NH2 de I’arginina. La interacci6 entre la glutamina i les aigiies
404 1405 no es trenca perd en aquest cas aquestes interaccionarien de manera més feble
amb el grup NE2 de la glutamina. La interacci6 entre 1’aigua 404 i la glutamina podria
arribar a no donar-se degut a la distancia (3,44 A). Aixi doncs introduint la mutacié
E194Q s’aboleix la capacitat de protonar-se del residu 194 sense afectar en principi de
manera massa important les interaccions establertes per aquest grup. Suposarem doncs

que els canvis estructurals de la proteina en fer aquesta mutacié so6n minims.

bR :ihu:l':l;-u E1940
bl ? “’I. ‘53'1.
404 i 104 and F;. : g
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Figura 1V.63. Detall de les interaccions per ponts d’hidrogen establerts a partir del grup 194 en
la bR silvestre i mutant E194Q. En vermell es troben representats els oxigens i en blau els
nitrogens. Estructura de Luecke et al. (1999a).
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Aixi doncs la introduccié de la doble mutacio D96N/E194Q produeix a 1’hora
una inhabilitacié del grup reprotonador de la BS i del grup alliberador del proté sense

produir en principi efectes importants en 1’estructura de la proteina.

IV.4.2. ESTUDI ESTRUCTURAL
V.4.2.1. Espectre d’ absorbancia i adaptacio llum-foscor

Excepte per al mutant E104Q adaptat a la foscor, els espectres d’absorbancia
dels mutants estudiats en aquests apartat indiquen un maxim d’absorbancia alterat, tant
per la forma adaptada a la llum com [’adaptada a la foscor. En el mutant E194Q), la
forma LA pateix un petit desplacament del maxim d’absorbancia cap al blau (Sanz
2000); la introduccié d’aquesta mutacid perd, sembla no tenir efecte en el maxim
d’absorbancia de la forma DA. En el mutant D96N es produeix un desplagament de
I’espectre cap al vermell, tant de la forma DA, com LA (Soppa et al., 1989). Quan
s’introdueix simultaniament la mutaci6 E194Q 1 D96N, es produeix un petit
desplagament de I’espectre de la forma adaptada a la llum cap al blau, i un desplagament
cap al vermell en la forma adaptada a la foscor (taula IV.21).

Taula IV.21. Maxim d’absorbancia en nm de mostres de bR en 150
mM KCI pH 7 i temperatura ambient. Els valors marcats amb un
asterisc son aquells que es considera que difereixen dels obtinguts a la
bR silvestre.

Mostra Adaptat alallum Adaptat a la foscor
bR salvatge 568 558
DI96N 5717 563"
E194Q 566" 559
D96N/E194Q 566" 562"

En els mutants on es troba com a minim la mutacié E194Q es produeix no
només una diferéncia en el maxim d’absorbancia de la proteina sin6 també un
enlentiment forga important en la cinética d’adaptacid a la foscor (Sanz et al., 2001).
Aixi doncs tant al mutant E194Q com al doble mutant D96N/E194Q el temps
d’adaptacio a la foscor a 4° C passa de ser d’unes dotze hores a la bR silvestre, a ser de

I’ordre d’un mes.
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V.4.2.2. Comportament de la bR front I’ acidificacié del medi

La determinaci6 del pK, de la transicié parpura-blau dels mutants mostra que en
condicions de 150 mM de KCI hi ha una disminucié d’aquest pK, en tots tres mutants
estudiats (figura 1V.64). La diferéncia més important observada és que la corba
sigmoidal obtinguda per als mutants D96N 1 D96N/E194Q) és menys pronunciada que
en el cas de la bR silvestre i del mutant E194Q. Aquest fet pot ser segut a una

participacio diferent de grups ionitzables en la transicié plrpura-blau entre les diferents

mostres.
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Figura 1V.64. Representacié dels canvis d’absorbancia a 630 nm en funci6
del pH per a la bR silvestre i els mutants DI6N, E194Q i D96N/E194Q
adaptats a la foscor en 150 mM KCIl, temperatura ambient. Les dades han
estat normalitzades entre 0 1 1.

Els valors del pK, en diferents condicions de for¢a ionica (taula IV.22) mostren
que en totes les condicions estudiades els tres mutants presenten un pK, per sota de
I’obtingut a la bR silvestre. Els tres mutants presenten un valor molt similar en 150 mM
de KCI; en aigua i formes desionitzades pero, els mutants que tenen la substitucio D96N
presenten un pK, lleugerament per sota de 1’obtingut en el mutant E194Q.

Aixi doncs els valors extrets de la taula IV.22 mostren que la substitucié del
residu 96 per una banda i el 194 (Sanz et al., 2001) per I’altra alteren 1’entorn del retinal
modificant lleugerament el pK, de la transicié purpura-blau. Quan els dos aminoacids
es troben mutants simultaniament no s’aprecia cap canvi addicional en I’entorn del
retinal, ja que el mutant D96N/E194Q presenta en totes les condicions estudiades un

mateix valor de pK, de I’Asp 85 que el mutant individual D96N.
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Taula 1V.22. pK, de la transici6 purpura-blau en diferents
condicions per la bR silvestre i les bR mutants. S’indiquen amb
asterisc 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 és inferior a 0,1.

Mostra 150 mM KCl1 H,O Desionitzat
bR silvestre 2,7 3,2 5,5
D96N 22+0,1% 3,6+02% 4.6+0,1%
E194Q 23+0,1*% 39+0,1* 52+0,1%
DI96N/E194Q 2,2 % 3,5% 4,8+0,1%

El doble mutant pero, presenta una caracteristica totalment absent en els mutants
individuals D96N, E194Q i en la bR silvestre. A la figura IV.65 es troben representats
els espectres d’absorbancia i1 diferéencia de la titracié purpura-blau del mutant
D96N/E194Q desionitzat. Als espectres de diferéncia es pot apreciar com apareix una
especie absorbint a 437 nm a mesura que es va acidificant el medi. Aquesta espécie

solament es detecta al doble mutant quan es troba sota condicions de desionitzacio.

Absorbancia

A Absorbancia

Longitud d'ona (nm)

Figura 1V.65 (A) Espectre d’absorbancia del mutant D96N/E194Q
desionitzat 1 a temperatura ambient a diferents pH, valors de pH; (de 1’1 al
9) 3,6; 4,1;4,5;4,8; 5,0; 5,3; 5,5, 5,9; 6,9. (B) Espectres de diferéncia pH;
menys ’espectre a pH 3,6.
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La representacio dels canvis d’absorbancia a 437 nm en funcié del pH dels
espectres de la figura IV.65 donen com a resultat una corba sigmoidal representada a la
figura IV.66. El pK, d’aquesta nova especie és de 5,7; 0,9 unitats de pH per sobre del

pKa de I’Asp 85 en aquestes mateixes condicions.
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Figura 1V.66. Representacié de I’increment d’absorbancia a 437 nm en
funcié del pH pel al mutant D96N/E194Q desionitzat. La linia representa
’ajust dels punts a una equacié sigmoidal i el valor de pK, es correspon amb
el punt mig de la transicio.

La procedéncia d’aquesta especie €s un tema no resolt pero es consideren dues
possibilitats. La primera d’elles explicaria 1’increment d’absorbancia a 437 nm com a
conseqliencia de la protonacid d’un altre grup diferent de 1’aspartic 85 quan es
disminueix el pH del medi. La segona d’elles explicaria I’origen d’aquesta especie com
deguda a I’aparicié d’isomers del retinal diferents de tot-trans i 13-cis en disminuir el
pH del medi. Per exemple, la forma 9-cis del retinal t¢é un maxim d’absorbancia a 440
nm, molt semblant a I’espécie que obtenim, de manera que I’aparicié d’aquest isomer es

considera com una possibilitat bastant plausible.

1V.4.2.3. Comportament de la bR front I’ alcalinitzacié del medi

Els espectres de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants en alcalinitzar el
medi es troben representats en la figura IV.67. Des del punt de vista practic, cal indicar
que el mutant D96N/E194Q presenta un nivell d’agregacio for¢a important, i tot i que
els espectres d’absorbancia es varen realitzar utilitzant 1’esfera integradora (veure seccio
I11.3.3), varen quedar afectats. A primer cop d’ull el que es pot observar es que el

mutant D96N presenta una forma addicional en augmentar el pH, una forma absorbent
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cap a 410 nm I’origen de la qual es desconeix 1 que no apareix a cap altre mutant ni a la
bR silvestre. El mutant E194Q presenta un petit increment a 580 nm segurament degut a
que la mostra no es trobava completament adaptada a la foscor. En aquests mutant a

més s’observa una aparicié anormal de la forma vermella.
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Figura IV.67. Espectres de diferéncia entre pH;, indicats a sota, i pH neutre. Els espectres
d’absorci6 es varen obtenir a partir de mostres resuspeses en 150 mM de KCI a temperatura
ambient i adaptades a la foscor de la bR silvestre i dels mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q).
On: bR silvestre (de I’1 al 11): 6,0; 7,7; 9,2; 9,7; 10,5; 11,0; 11,7; 12,1; 12,2; 12,4; 12,7 1 12,8.
D96N amb pH; (de 1’1 al 12): 7,3;9,3; 10,2; 11,0; 11,8; 12,4; 12,7; 13,0; 13,3; 13,5; 13,71 14,0.
E194Q amb pH; (de I'l al 8): 6,9; 10,4; 11,3; 12,6; 12,9; 13,0; 13,4 i 13,6 i el mutant
D96N/E194Q amb pH; (de I’1 al 9): 6,8; 12.4; 12,8; 12,9; 13,1; 13,3; 13,5; 13,6 1 13,8.

En la representacié de 1’evolucio de les diferents especies en funcié del pH
(figura IV.68) pot observar-se que en el mutant individual E194Q la forma vermella,
sind que aquesta apareix a partir de pH 13. A pH 10, en el mutant D96N s’observa una
pre-aparicié de bR vermella (4 %) lleugerament incrementada comparada amb la bR
silvestre (1 %) mentre que al doble mutant hi ha un menor porcentatge (2 %) que en

mutant D96N pero major que en E194Q (0%).
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Figura1V.68. Representacio del canvi d’absorbancia a 570 nm, 470 nm i 365 nm en funci6 del
pH per als mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q adaptats a la foscor, en 150 mM KCI i
temperatura ambient. Els valors s’han obtingut a partir dels espectres de diferéncia de la figura
IV.67.

En tot tres casos hi ha un augment en el pK, de desnaturalitzacié en unes 0,6-0,8

unitats de pH (taula 1V.23). Aixi doncs sembla ser que la mutacid d’aquests grups

produeix una major estabilitat de la bR front a 1’alcalinitzacio del medi.

Taula 1V.23. Valors de pK, de desnaturalitzaci6 alcalina de
la bR silvestre 1 bR mutants adaptats a la foscor, en 150 mM

KCl i temperatura ambient.

Mostra

pK, desnaturalitzacio

bR silvestre
DI96N

E194Q
DI96N/E194Q

12,8+ 0,1
13,6 £0,0
13,4+0,0
13,5+0,1

En la representacié de 1’absorbancia a 570 nm en funcio6 del pH (figura IV.69) es

pot observar més clarament que als mutants E194Q i D96N/E194Q no comenca a

haver-hi una disminucié de ’absorbancia a 570 fins un pH al voltant de 13, comparat

amb la bR silvestre en la que aquest fet es dona a partir de pH 8 i de manera més
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important a partir de pH 12. Aixi doncs sembla ser que la substitucié del glutamic 194
per una glutamina produeix una estabilitat de la bR en quant a la desprotonacio de la BS
com de la desnaturalitzaci6 de la proteina. En el mutant individual D96N pero, tot i
comengar-se a produir bR vermella quasi al mateix pH que a la bR silvestre, es produeix

una gran divergencia entre I’aparicié d’aquesta forma i la bR desnaturalitzada.
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Figura I'V.69. Increment d’absorbancia a 570 nm en funcié del pH per la bR
silvestre i els mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q 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.67. Els valors han estat normalitzats
entre 01—1.

1V.4.2.4. Reacci6 de la hidroxilamina amb la Base de Schiff

La hidroxilamina reacciona amb la base de Schiff, hidrolizant-la i produint
’alliberament de la molécula de retinal. Aquest alliberament es pot seguir mitjangant els
canvis d’absorbancia del retinal. Tal i com es mostra a la figura IV.70 i a la taula V.24,
la mutacidé E194Q produeix un descens important en el temps de reaccié de la
hidroxilamina en preséncia d‘il-luminaci6 (Sanz 2000). Aixi doncs, tot i semblar que les
interaccions es mantenen practicament intactes en el mutant E194Q, la major distancia
en els enllagos per pont d’hidrogen podria determinar una major laxitud de les helices.
La mutacié D96N també produeix una disminuci6 del temps de reaccié en condicions
d‘il'luminaci6, encara que no es gaire diferent de la bR silvestre, indicant que la
substitucio de I’aspartic 96 per una asparragina no produiria un important canvi

estructural en la proteina en termes de relaxacio de les helices.
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Figura 1V.70. Cinétiques de desaparicié de la banda a 570 nm en preséncia d’1 M
d’hidroxilamina, 150 mM tampo fosfat, pH 7, 0 i temperatura ambient. Els simbols en
negre es corresponen a I’incubacio realitzada sota condicions de foscor i els simbols
buits de il'luminacié a 300 lux. Per a la bR silvestre i els mutants D96N, E194Q i
DI96N/E194Q.

600

Al doble mutant D96N/E194Q en condicions d’il-luminacié la velocitat de

hidrolisi del retinal €s practicament la mateixa que per al mutant individual E194Q, de

manera que 1’addicio de la mutacid6 D96N no aportaria cap canvi important. A les

fosques pero, el doble mutant pateix una hidrolisi del retinal més rapida que qualsevol

dels mutants individuals, sent el valor de la velocitat d’hidrolisi del doble mutant

superior a la suma dels valors dels mutants individuals, indicant que la mutacio

introduida en un extrem de la proteina afectaria 1’altre extrem.

Taula 1V.24. Valors de t;, per la bR silvestre i els mutants del procés

de reaccid amb la hidroxilamina sota condicions

d’il-luminacid 1

foscor. A partir dels ajustos a exponencials de primer ordre s’han
obtingut els valors de t. El valor de t;,, s’obté multiplicant el valor de
la t per In2. Amb asterisc es troben indicats aquells valors que es
considera que difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Mutant t12 (min) [lum t1/2 (min) foscor
bR silvestre 180+ 17 10540 + 600
E194Q 2,3+0,1* 7760 £ 250*
194/96 1,9+0,7* 3381 + 60*
D96N 124 + 4% 8200 + 190*
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IV.4.2.5. Estabilitat termica dela bR
IV.4.2.5.1. Espectroscopia UV-Vis

Els espectres de diferéncia dels diferents mutants a temperatura creixent en
condicions de pH 7,0 i adaptats a la foscor (figura IV.71) mostren que en tots ells es
produeixen petits canvis en la proporcio de les diferents espécies comparat amb la bR

silvestre.

bR silvestre

AAbsorbancia

00+

0,2

0,4

D96N/E194Q

E194 /
t t +— Q £ } —
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Longitud d'ona (nm)

Figura IV.71. Espectres de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants D96N, E194Q i
D96N/E194Q en funci6é de la temperatura. Mostres a pH 7,0; en aigua i adaptades a la foscor.
Del 2 al 16 increment de temperatura de 5° C des de 25 a 95° C.

| 1 | 1 | 1 | 1 |
+ + + +

La representaciéo de ’evolucié de cadascuna de les especies en funcio de la
temperatura (figura IV.72) mostra que a pH 7,0 els mutants que tenen com a minim la
mutaci6 E194Q presenten una menor formacié de bR blava comparat amb la bR
silvestre (Sanz et al., 2001). Sembla ser que en aquests mutants aquesta disminucid
vindria com a conseqiiéncia d’una major proporcié de formacié de bR vermella que
comenga a apareixer a temperatures al voltant dels 60° C, 20° C per sota de la bR

silvestre.
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Figura 1V.72. Representacio de I’absorbancia a les longituds d’ona 635, 560, 450 i 385 en
funcio6 de la temperatura a la bR silvestre i1 dels mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q adaptats
a la foscor a pH 7,01 4,0.

A pH 4,0 pero, el comportament dels mutants E194Q 1 D96N/E194Q ¢és diferent.
En aquest cas el mutant E194Q practicament no produeix forma blava, mentre que el
doble mutant presenta una forma blava que comenga a aparcixer a temperatures meés
elevades que a la bR silvestre, segurament degut a I’efecte de la mutacio D96N ja que
aquest mutant individual presenta encara quantitats de bR blava més importants que la

bR silvestre.
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La determinaci6 de la temperatura de transicid de la desnaturalitzacié de la bR
(taula IV.25) mostra una disminucié de la Ty, tant a pH 7 com a 4 en els mutants D96N i

D96N/E194Q), sent aquest ultim mutant el que posseeix una menor estabilitat térmica.

TaulalV.25. Valors de T,, de desnaturalitzacio de la bR
silvestre i mutants en H,O a pH 7,0 i 4,0. En asterisc es
troben 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

D96N 85,6 +0,5* 64,8 £ 0,2*
E194Q 89,5+ 1,4 67,1 +£0,9

DI96N/E194Q 79,7 £2,5% 58,0 £ 0,5%

1V.4.2.5.2. Calorimetria diferencial derastreig (DSC)

L’observacio dels termogrames obtinguts per DSC dels diferents mutants (figura
IV.73) mostra importants diferéncies comparat amb la bR silvestre. A primer cop d’ull
el que es pot observar és una menor intensitat dels pics acompanyada d’una major
amplada, sobretot de la transici6 principal, degut probablement a una menor
cooperativitat en el procés de desnaturalitzacid6 de la proteina. Aquesta menor
cooperativitat seria el resultat d’una ruptura paulatina de les interaccions inter- i intra-

helix que participen en 1’estabilitat térmica de la bR.

Taula 1V.26. Valors obtinguts per DSC de les T, de les
transicions térmiques que tenen lloc a la bR silvestre i els mutants.
En asterisc estan indicats aquells valors que es considera que
difereixen de 1’obtingut a la bR silvestre.

Mostra T pre-transicio Ty, transicio principal
bR silvestre 82,3+0,6 98,8+ 1,5
D96N 81,4+0,0 93,6 +0,0*
E194Q 78,4 +0,6* 99,9 £0,1
DY96N/E194Q 70,3 + 0,6* 88,2 +0,5*

La comparaci6 de les Ty, per a les dues transicions (taula IV.26) mostra que els

mutants D96N i DI6N/E194Q presenten una menor estabilitat térmica. El mutant
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E194Q, tot i1 presentar un valor de la Ty, principal igual que la bR silvestre, mostra una
menor cooperativitat i capacitat calorifica aparent, indicant doncs que la mutacié E194Q
no afecta I’estabilitat térmica de la bR (Sanz et al., 2001) pero si els processos que
donen lloc a la desnaturalitzacié de la proteina. En canvi, el doble mutant ¢s molt més
inestable que el mutant D96N indicant que la substitucié del glutamic 194 per una
glutamina produeix una disminuci6 en I’estabilitat de la bR quan al mateix temps també
hi ha la mutacié D96N. Aquest fet doncs estaa revelant un efecte a llarga distancia entre
els residus 96 1 194. També cal remarcar la gran amplada de la transicid principal per al

doble mutant, amb una forma que sembla indicar la preséncia de dues transicions

solapades.
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Figura 1V.73. termogrames obtinguts per la bR silvestre i els mutants D96N, E194Q i
D96N/E194Q 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 front H,O i a un pH de 6.,5.
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En quant a la pre-transici6, els mutants E194Q (San et al., 2001) i sobretot el
mutant D96N/E194Q soén els que presenten una menor T, indicant una ordenacid
paracristal-lina alterada. El fet de que el doble mutant presenti una major inestabilitat de
la MP que el mutant E194Q 1 D96N corrobora de nou la influéncia a llarga distancia
entre els residus 96 1 194. En aquest cas sembla ser que ¢s el glutamic 194 i no 1’aspartic
96, el que influeix d’'una manera més important en 1’ordenacié paracristal-lina de la MP.
En canvi, ’aspartic 96 t¢€ una influéncia més important sobre 1’estabilitat térmica de la

proteina.

IV.4.3. ESTUDI FUNCIONAL
IV.4.3.1. Cinetica de|’intermediari M

L’estudi de la cinética de I'intermediari M en els diferents mutants mostra que
I’aparicio d’M és independent del pH als mutants E194Q (Sanz 2000) i D96N/E194Q
(figura 1V.74). Els valors de la t dels dos components representats a la taula IV.27
mostren que en aquests dos mutants la T del component rapid, obtingut a qualsevol pH,
¢s equivalent a 1’obtingut a la bR silvestre a pH 6,5. La t del component lent, pero, és
similar a I’obtingut a pH 10 a la bR silvestre. Durant la desaparicié d’M; i aparicié d’M,
es produeix la desprotonacidé del CAP a la bR silvestre a pH neutre. El fet de que al
mutant E194Q s’acceleri notablement ’acceleracié d’M; a pH neutre i acid, indicaria
una alteraci6 en el procés d’expulsié del proto pel CAP.

Es evident que aquests efectes es produeixen per la substitucié del glutamic 194
per una glutamina 1 que 1’addici6 de la mutaci6 D96N no afegeix cap efecte en la
cinetica d’aparicié d’M. La independéncia del pH d’aquests mutants junt amb el fet de
que la t del component lent es correspongui amb 1’obtingut a la bR silvestre a pH alcali
demostra de manera evident que és el Glu 194 el responsable de la dependéncia del pH
en la formaci6 d’M. I de que és I’estat de protonacié d’aquest grup el que determina una
major o menor velocitat d’aparicié de I’intermediari. De manera que a pH 10 a la bR
silvestre en trobar-se el Glu 194 desprotonat no pot exercir com a grup alliberador del
protd i com que I’alliberaci6 del prot6é quedaria relegat cap al final del fotocicle, (veure
seccid 1.7.2) un cop protonat I’Asp 85 M, desapareixeria de seguida donant lloc a M,.

En fer la mutacio E194Q estariem produint el mateix efecte que en tenir la bR a pH

alcali, ja que en inhabilitat la capacitat desprotonadora del grup 194 D’alliberacié del
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protd també s’hauria de donar cap al final del fotocicle. Aixi doncs queda demostrat que

¢és I’estat de protonacio del Glu 194 el que determina la rapida aparicié d’M.
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Figura 1V.74. Representacié del logaritme de la constant de desaparicié de I’intermediari M
obtingut per fotolisi de llampec en funcié del pH pels mutants D96N, E194Q, D96N/E194Q i
bR silvestre en 1 M KCIl, temperatura ambient.
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La cinética de formacié de l’intermediari M al mutant D96N mostra un important
enlentiment del component M, i sobre tot M, (taula IV.27). En el cas d’M,, aquest enlentiment es
produeix uUnicament a pH acid i neutre. Aquests resultats indicarien un retardament en la
desprotonacio de la BS segurament degut a un augment en el pK, de 1’Asp 85 durant el fotocicle.
El fort enlentiment per altre costat, de la formacié d’M ; en aquest mutant en tot el rang del pH
podria indicar dos fenomens. Bé un retardament en la desprotonacid6 del CAP o bé un
impediment en la reorientacio de la BS cap al costat citoplasmatic.

A més del diferent comportament dels mutants respecte a les 1, es pot apreciar
tamb¢é una proporcio diferent dels components comparat amb la bR silvestre. Els
percentatges de la taula IV.27 mostren que en els mutant E194Q i D96N/E194Q hi ha
un increment de la proporcié del component rapid 1 que aquesta proporcid es manté
independent del pH.

A diferencia de les cinétiques presentades de I’intermediari M dels mutants dels
altres dos blocs (Secci6o 1V.2.3.1 i IV.3.3.1), en aquest cas la desaparicio de
I’intermediari no s’ha representat a la mateixa grafica que la seva formacid. Aquest fet
es deu a que les caracteristiques d’il-luminacié requerides per prendre les dues
cinetiques ¢és diferent. En un principi es va pensar que el temps de desapariciéo d’M als
mutants D96N 1 DI96N/E194Q era independent del pH del medi. Pero, resultats
obtinguts per altres grups amb el mutant D96N indicava tot el contrari (Butt et al., 1989;
Thorgeirsson et al., 1991). A més, quan s’il-luminaven suspensions a pH alcali d’aquest
mutant eren il-luminades s’observava visualment que la mostra esdevenia groguenca, i
que un cop deixat d’il-luminar-la no retornava a 1’estat purpura fins passats uns minuts.
Aquest fet doncs indicava que sota il-luminaci6é s’estaven acumulant molécules amb
intermediari M llarg (maxim d’absorbancia a 410 nm). Investigant les causes dels
diferents resultats que obteniem al nostre laboratori vam detectar que el feix de llum
analitzador de I’aparell de fotolisi de llampec (veure figura III.13) era massa intens i en
incidir sobre I’intermediari M atrapat provocava un retorn a 1’estat basal, ja que si
I’intermediari M ¢és il-luminat amb llum blava aquest retorna a 1’estat BR (Butt et al.,

1989).
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Taula 1V.27. Valors de 1 de la cinética d’aparicié de I’intermediari M en 1 M de
KCl i temperatura ambient a pH 4,0; 6,0 i 10,0 per a la bR silvestre i mutants. Els
valors marcats amb asterisc son aquells que es considera que difereixen dels
obtinguts a la bR silvestre

Formacié M (us)
Mostra pH 4,0 pH 6,5 pH 10

bR silvestre 7.3 +1,5 (8 %) 3,6 £0,7 (10 %) 2,3+0,4 (75 %)

60 +6 (92 %) 63+11(90%)  20+3 (25 %)
D96N 18 £0(36%)*  25+2(38%)* 23+ 1,1(73 %)
136 £23 (64 %)* 15111 (62 %)* 86+ 17 (27 %)*
E194Q 3,9 +1,025%)* 3,9+0,8(23%) 3,6+0,6 (19 %)

26 + 8 (75 %)* 25+3(77%)*  26+3 (81 %)
DI6N/E194Q 32+0,9 (36 %)* 34+0,7(37%) 2.9+1,8(35%)
28 + (64 %)* 26+ 1(63%)* 2745 (65 %)

D’acord amb aquest fenomen, es va observar que com més es reduia la intensitat
del feix de llum, la vida mitja d’M en els mutants D96N 1 D96N/E194Q s’anava
incrementant. Aixi doncs, per tal d’evitar aquest artefacte es va reduir al maxim la
intensitat de la llum analitzadora fins a un 0,6 % de la intensitat inicial. Aquest fet
produia perod una disminuci6 forga important del senyal, i aixd0 comportava una manca
de fiabilitat en les dades de formaci6 d’M. Es per aquest motiu que amb aquesta
intensitat de llum només es podien estudiar les cinetiques de desaparicid de
I’intermediari.

Sota aquestes condicions d‘il-luminacié es va detectar que la bR silvestre i el
mutant E194Q no variaven les seves constants comparat amb intensitats normals de
llum. El mutant D96N i D96N/E194Q pero van presentar un enlentiment molt important
en la desaparicio d’M. I no solament aixo, siné que a més es va comprovar que aquests
dos mutants presentaven una cinética depenent del pH del medi (figura IV.75).

Les cinétiques realitzades sota aquestes condicions d’il-luminacié van mostrar un
temps mitja d’M per al mutant D96N de D'ordre de segons. Aquests valors pero
segueixen sent incorrectes, ja que tot i que la intensitat luminica es va disminuir el
maxim possible, encara hi havia un efecte de retorn a I’estat basal. En efecte, amb un
espectrofotdometre normal (el qual utilitza un feix encara més debil) el seguiment dels

canvis d’absorbancia al llarg del temps en el mutant D96N un cop il-luminat va mostrar
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que la t de desaparicié d’M era en aquest cas de I’ordre de 500 segons (pH 10,0) (figura
IV.76).

0.02 —t——t——F——F—

Temps (s5)

FiguralV.75. Cinética de I’intermediari M del mutant D96N en 1M de KCl, adaptat a
la [lum, baixa intensitat de llum i temperatura ambient en les condicions de pH 4,0; 6,5

i10,0.

Aixi doncs, prenent els valors de desaparici6 d’M dels mutant D96N i
D96N/E194Q obtinguts a la intensitat de 0,6 %, vam obtenir unes cinetiques amb uns
valors de 1 (taula IV.28) mostrant que els mutants D96N i D96N/E194Q no solament
pateixen un important enlentiment en la desaparicié d’M, sind tamb¢ una pérdua de la

. i . f
biexponencialitat, de manera que en aquests casos solament s’obté un component (M").
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Figura IV.76. (A) Representacio de I’espectre d’absorbancia des de 350 nm a 650 nm a temps
creixent, de I’l al 22, després d’il-luminar una mostra de D96N, pH 10, 1 M KCI i temperatura
ambient. (B) Representacié dels canvis d’absorbancia a 400 nm en funcidé del temps de la

grafica A.
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Taula 1V.28. Valors de t de la cinética de desaparicio de 1’intermediari M en 1
M de KCI i temperatura ambient a pH 4,0; 6,0 i 10,0 per a la bR silvestre i
mutants. Els valors marcats amb asterisc son aquells que es considera que
difereixen dels obtinguts a la bR silvestre.

Desaparicié M (ms)

Mostra pH 10 pH 6,5 pH 4

bR silvestre 1,9 £ 0,5 (54 %) 3,5+0,5 53+1,6
67 + 18 (46 %)

D96N 20000 £ 2000 * 2550 + 150* 235+ 15*

E194Q 1,1 £,1 (38 %) 11,2 £3,4* 6,4+0,0
22 £ 14 (62 %)*

D96N/E194Q 1600 + 400* 810 + 180* 370*

La representacio del logaritme de la inversa de la constant de desaparicio de M’

(en segons), en funcid del pH (figura IV.77), mostra que per la bR silvestre presenta una

cinetica sensiblement depenent del pH, de manera que quan menor és el pH del medi el

temps de desaparicio d’M" és major. Aquest fet es deu a que quan menor és el pH del

medi, I’Asp 96 t€ menys tendencia a deprotonar-se i cedir el seu prot6 a la BS ja que el

pK, d’aquest aspartic en M ¢és 8.
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Figura IV.77. Representacio del log de k de la desaparicié de I’intermediari M’ en
funcié del pH per a mostres en 1 M KCl i temperatura ambient de la bR silvestre i els
mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q. On k és 1/t.

En el cas del mutant E194Q entre pH 6 1 10, en disminuir el pH del medi es

produeix un enlentiment en la desaparicio6 d’M', a pH 4 perd, es produeix una
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acceleracio en la reprotonacié de la BS. Aquest increment en la desaparicid M podria
ser degut a que la mutacid6 E194Q produis una disminuci6 en el pK, de I’Asp 96
afavorint la seva desprotonacié a pH acids. Aquest mutant per altre costat mostra una
important acceleraci6 de la caiguda del segon component a pH 10 i un enlentiment a pH

6,5 (figura IV.78 i taula IV.28).
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Figura 1V.78. Cinética de desaparicié de I’intermediari M, determinada pels

canvis d’absorbancia a 410 nm en funcié del temps, després de ser excitada per

un pols de laser de la bR silvestre i el mutant E194Q en 1 M de KCI a pH 4,0;

6,51 10,0.

El mutant D96N per altre costat presenta una desaparici6 d’M fortament
depenent del pH de medi (figura IV.77). S’ha de tenir en compte que els valors de la
grafica varen ser obtinguts a la minima intensitat de llum en fotolisi de llampec, pero les
dades obtingudes en I’espectrofotometre UV-visible indiquen que log k és —2,6 a pH
10,0. L’important enlentiment de la desaparicio6 d’M a pH 10 en aquest mutant es
produeix com a conseqiiéncia de la impossibilitat de la BS de reprotonar-se des de 1’Asn

96, 1 el protd ha de procedir directament del medi extern incrementant-se aixi el temps

necessari per a la reprotonacié de la BS (Otto et al., 1989; Tittor et al., 1989). En
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disminuir el pH del medi, i per tant en augmentar la concentracié de protons al voltant
de la proteina, s’observa com es produeix una disminucio del temps de reprotonacid de
la BS ja que els protons poden accedir més facilment cap al voltant de la BS.

Al doble mutant D96N/E194Q cabria esperar un resultat similar que en cas del
mutant individual D96N ja que el protd reprotonador de la BS en aquest cas també
hauria de provenir directament del medi extern. En aquest cas perd, no solament la
desaparicio d’M es més rapida que al mutant D96N a pH neutres i1 basics sind que
també la dependéncia del pH no és tan marcada. Encara que al doble mutant la
reprotonacio de la BS és més lenta que en la bR silvestre o el mutant E194Q), el fet de
que sigui més rapida que en el mutant D96N indica que la mutacié del glutamic 194
localitzat a I’extrem extracel-lular, influencia de manera important el flux d’entrada de
protons des de el medi extern a I’entorn del retinal des del costat citoplasmatic. A pH
acid pero, la velocitat de reprotonacio de la BS és més rapida al mutant D96N que al
doble mutant, aquest fet é¢s degut a que en el mutant D96N/E194Q en ser actiu el grup
reprotonador de la BS, I’Asp 96, a pH tan acids es desfavoreix la seva desprotonacio, al
mutant D96N perd, com que el proté accedeix directament des del citoplasma, la
reprotonaci6 no depén de la desprotonacid i per tant del pK, de cap grup.

L’estudi de les intensitats d’absorbancia a 410 nm per als diferents mutants i bR
silvestre mostra que a pH 6,5 el 55 % de les molécules de proteina del mutant D96N
inicien el fotocicle. En el cas del mutant E194Q aquest percentatge és del 63 %, i del 28
% pel doble mutant D96N/E194Q. Aixi doncs el doble mutant sembla que pateix un

efecte additiu en quant a la disminucid de la capacitat d‘iniciar el fotocicle.

V.4.3.2. Bombeig de protons
IV.4.3.2.1. Piranina

L’estudi de la capacitat bombejadora de protons dels diferents mutants
mitjancant la molécula piranina ens permet comprovar les caracteristiques del
mecanisme de bombeig de les diferents mostres. A la grafica IV.79 es representen els
canvis d’absorbancia de la piranina al llarg del temps per la bR silvestre i els mutants
E194Q 1 D96N/E194Q. Els espectres d’aquesta grafica van ser realitzats amb intensitats

de llum del feix analitzador normals.
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Figura 1V.79. Cinética de bombeig de protons en forma de absorbancia a 460
nm de la piranina en funci6 del temps per a la bR silvestre i els mutants E194Q i
D96N/E194Q en 1M de KCI, pH 7, 50 uM de piranina i temperatura ambient.

El mutant E194Q presenta una inversio en 1’ordre d’expulsié i entrada del protd
comparat amb la bR silvestre (Balashov et al., 1997; Dioumaev et al., 1998) on es
reflexa un comportament d’aquest mutant similar al de la bR silvestre a pH per sota de
5,8. En aquestes condicions de pH es pot observar que primer es produeix una entrada
del protd per la part citoplasmatica i més tard, en el pas d’O a BR, I’expulsié d’un proto
pel costat extracel-lular (veure seccido 1.7.2). A pH acids el Glu 194 es trobaria
continuament protonat i per lo tant no podria actuar com a CAP. L’anul‘lacié de la
capacitat protonadora/desprotonadora del glutamic 194 en mutar-lo per una glutamina
produeix el mateix efecte (Balashov et al., 1997; Dioumaev et al., 1998; Luecke et al.,
1998). La mutacié E194Q afecta inicament la cinética d’expulsio del proto, ja que
observant el temps de captacid del proto a la bR silvestre 1 aquest mutant (figura IV.79)
s’observa que €s mateix.

En el cas del mutant D96N, el temps d’expulsio i captacio del protd depén de la
intensitat luminica del feix analitzador. Aixi, es va comprovar que a mesura que es
disminuia la seva intensitat, el temps de captacié del protd s’anava enlentint en
concordancia amb I’obtenci6 d’un intermediari M amb una vida mitja més llarga. Degut
a problemes d’obtencid de senyal, el minim d’intensitat luminica a la qual es va poder

fer I’assaig de piranina va ser al 3 % respecte I’intensitat normal (figura IV.80). Ja a
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aquesta intensitat de llum es pot apreciar com hi ha un enlentiment d’uns dos ordres de

magnitud del bombeig respecte a la bR silvestre.
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Figura1V.80. Cinética de bombeig de protons en forma d’absorbancia a 460 nm
de la piranina en funci6 del temps, del mutant D96N en 1M de KCI, pH 7, 50 uM

de piranina i temperatura ambient. La intensitat d’il-luminacié és d’un 3 %
respecte a la intensitat normal.

Les intensitats del senyal donat per la piranina indiquen que el mutant D96N
bombeja un 54 % i el mutant E194Q un 61 % comparat amb el 100 % del bombeig de la
bR silvestre. En el cas del mutant D96N la captacié del protd es realitza durant la
caiguda de I’intermediari M en comptes de en N com es produeix a la bR silvestre. Aixo
¢és degut a que en aquest mutant la reprotonacio de la BS s’ha de fer directament des del
medi citoplasmatic.

En el cas del doble mutant D96N/E194Q caldria esperar un comportament
similar al mutant E194Q perd amb un retardament de la cinctica. La cinctica de
bombeig obtinguda, perd, mostra una abseéncia total de senyal tant per I’entrada com per
la sortida del proté (figura IV.79). A partir d’aquest resultat podem extreure dues
deduccions. Una d’elles és que al doble mutant, en inhabilitar-se el grup expulsor del
protd i el grup reprotonador de la BS es produeix una incapacitat de la proteina en

bombejar protons. L’altre possibilitat és que l’entrada i1 la sortida del protd es



V. Resultatsi Discussio 195

realitzessin a I’hora de manera que el canvi de pH net al medi fos zero i no pogués, aixi,
ser detectable per la piranina.

Per tal de determinar quina d’aquestes dues hipotesis era la correcte vam
dissenyar experiments de determinacié de bombeig de protons mitjangant la inclusié de

bR en liposomes.

IV.4.3.2.2. Incorporacio en liposomes

Mitjangant aquesta técnica és possible determinar de manera directa no tan sols
la preséncia o no d’activitat bombejadora de la bR, sin6 també 1’eficiéncia de bombeig
entre les diferents mostres. Aquesta técnica consisteix en incloure els fragments de
membrana parpura en liposomes, de manera que aquests s’orienten majoritariament
amb el costat citoplasmatic cap al costat extern del liposoma. La il-luminacié de la
suspensid de liposomes amb bR déna lloc a canvis del pH del medi en produir-se el
bombeig de protons des de el medi extern cap al interior del liposoma (veure seccid

111.7.b).
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Figura 1V.81. Representacié del canvi del pH del medi en funcié del temps
d’il'luminacié. Les fletxes indiquen el moment en el que s’atura la il-luminacio i
es prenen mesures de pH fins que el pH del medi retorna al seu valor inicial. Les
mostres de bR silvestre i dels mutants D96N, E194Q i D96N/E194Q es troben
adaptades a la llum en 150 mM KCI, amb pH inicial de 6,5 i temperatura
ambient.

A la figura IV.81 es troben representats els canvis de pH del medi en il-luminar
suspensions de liposomes amb bR silvestre 1 els mutants D96N, E194Q 1 D96N/E194Q

inclosos. Només comengar la il-luminacié dels liposomes es pot observar un rapid
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increment del pH del medi com a conseqiiencia del bombeig de protons des de 1’exterior
a I’interior de les vesicules. La velocitat d’increment del pH va disminuint al llarg del
temps fins que arriba un moment en el qual s’estabilitza el pH del medi com a
conseqiiencia de I’establiment d’un equilibri entre I’entrada de protons per part de la bR
i la sortida d’aquests del liposoma per difusi6. Un cop establert aquest equilibri, el
cessament de la il-luminacié dona lloc al retorn del pH del medi al valor inicial abans
d’il-luminar.

L’estudi de les cinétiques de bombeig de protons per liposomes déna lloc a dos
conceptes, la velocitat inicial de bombeig i la quantitat de bombeig total (veure seccid
II1.7.b) els quals indiquen la capacitat bombejadora de cadascuna de les mostres (taula
IV.29). L’ajustament d’una equacio6 lineal sobre els tres primers punts de cada corba
dona el valor de la velocitat inicial de bombeig, mentre que la ApH maxima, moment
de la saturacid, és la quantitat de bombeig total produit.

Taula 1V.29. Valors en % de la velocitat inicial de bombeig i quantitat de
bombeig total per a les mostres de bR silvestre i els mutants D96N, E194Q i
D96N/E194Q) en 150 mM KCIl, pH 6,5 i temperatura ambient.

Mostra Velocitat inicial de bombeig Quantitat de bombeig
bR silvestre 100 100
D96N 46 £2 55+2
E194Q 63+3 75+2
E194Q/D96N 21+2 37+4

Tant les dades de velocitat inicial de bombeig com la quantitat de bombeig
mostren que el mutant D96N presenta al voltant d’un 50 % menys de capacitat
bombejadora que la bR silvestre. El mutant E194Q també presenta una disminuci6 de
I’activitat encara que no tan elevat com el doble mutant D96N/E194Q on es demostra

que aquest mutant és capag de bombejar protons pero bastant ineficientment.

1V.4.3.3. Fotocorrents

Mitjangant aquesta técnica és possible obtenir informacié sobre el moviment de
carregues eléctriques en la bR. La disposicio experimental emprada en aquest treball,
proporciona un senyal eléctric fins un temps d’uns 400 ps (Figura IV.32) on es poden

distingir diverses fases, tal com s’exposa a la seccidé 1V.2.3.3. L’estudi del senyal
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electric produit per la bR orientada en ser il-luminada mostra comportaments ben
diferents per als diferents mutants estudiats.

La representacid de les constants de temps de B2 i M (figura IV.82) mostra
primerament que el mutant D96N no solament presenta un CAP amb un pK, una unitat
per sobre del valor obtingut a la bR silvestre, sind que hi ha una important diferéncia en
les constants obtingudes per fotocorrents i per fotolisi de llampec. Com ja s’ha comentat
a I’apartat IV.2.3.3 hi ha una concordancia quasi total entre la constant de formacio d’M
i de caiguda del component B2 (figura IV.32.bis). En aquest cas perd, hi ha una gran
diferéncia entre les dues constants (figura IV.83). El valor de la constant obtinguda per
el component B2 en aquest mutant és comparable a 1’obtingut a la bR silvestre; ¢és el
valor d’M el que es troba més elevat. El fet de que hi hagi un desacoblament entre les
dues constants indica que en aquest mutant hi ha esdeveniments durant la formacio d’M
que no impliquen moviments de carregues dintre de la proteina. Aixi doncs els
moviments de carregues a per exemple pH 7,0 es donen als 60 ps, perd més enlla
d’aquest temps es continuaria formant M. Es pot concloure doncs, que la formaci6 de
I’intermediari M en aquest mutant t& lloc en dos temps, un més rapid que implica un
moviment de carregues i un altre més lent on no es detecta cap moviment de carregues.

En el cas del mutant E194Q i el doble mutant D96N/E194Q es pot observar que
tant la constant de B2 com d’M son totalment independents del pH del medi. El valor de
les constants es mantenen entre 30 1 40 us. En aquest cas els valors no sén iguals que a
la bR silvestre a pH basic per una qiiestié d’acumulacié de diferents components. En el
cas de la bR silvestre a pH basic (veure taula [V.27), predomina la forma rapida (M,),
de manera que en forgar 1’ajust a una unica exponencial el valor de la T obtinguda és
rapida. En el cas del mutant D96N/E194Q el component majoritari €s el component lent
(My). Aixi doncs, quan es forga 1’ajust a una monoexponencial el valor de T obtingut es
proper al valor obtingut per al component lent. Per altra banda, quan no es forca I’ajust a
una monoexponencial sind que a una biexponencial, es pot observar que els dos
components de la corba dels mutants E194Q 1 D96N/E194Q en tot el rang del pH, tant
per fotocorrents com per fotolisi de llampec, presenten la mateixa t que la bR silvestre a
pH 10. Aquests resultats indiquen doncs, que ¢s 1’estat de protonacié del glutamic 194
el que determina la dependencia del pH de les constants de caiguda de B2 i de formacio

de M tal i com ja van establir Misra et al. (1998).
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Figura 1V.82. Representacio de la constant de caiguda del component B2, quadre negre, i la
formacio d’M, cercle buit, en funcié del pH per la bR silvestre i els mutants D96N, E194Q i
D96N/E194Q. En el cas del mutant E194Q es troba resuspés en 50 mM Na,SO, els valors
obtinguts pero son els mateixos que en condicions de 100 mM de KCl.
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Donat que al mutant E194Q desapareix el caracter sigmoidal de la constant de
desaparicido de B2, indica que el pK, obtingut a la bR silvestre prové de 1’estat de
protonacid/desprotonacié del glutamic 194. Sent doncs aquest valor de pK, el del CAP a
I’estat basal de la proteina (veure seccid V). Aixi a la bR silvestre el pK, del CAP a
I’estat basal en 100 mM de KCl es trobaria al voltant de 8,5 de manera que a pH cada
vegada més per sobre d’aquest pH, el CAP estaria ja desprotonat i el component lent
aniria sent més minoritari fins que arribaria un punt en que desapareixeria.

Al doble mutant s’observa, a I’igual que al mutant D96N pero en menor mesura,
un petit desfasament entre les dues constants trobant-se la constant de B2 10 ps per

sobre de la constant d’M.

1'2 T T T T T
A B
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Figura 1V.83. Superposicié del senyal obtingut per fotolisi de llampec de I’intermediari M i el
component B2 invertit de fotocorrents de la bR silvestre (A) i el mutant D96N (B) en 100 mM
KClipH 6,8. Els dos espectres han estat normalitzats entre 0 1 1.

1V.4.3.4. Espectroscopia d'infraroig amb transformada de Fourier (FTIR)
1V.4.3.4.1. Espectres de diferencia de I’intermediari M

L’estudi per FTIR de I’intermediari M obtingut sobre films secs a pH 10,0 1 -30°
C mostra que els mutants E194Q i D96N/E194Q presenten una BS protonada tot i que
en aquestes condicions hauria d’obtenir-se 1’intermediari M i per tant la BS hauria de
trobar-se desprotonada (figura 1V.85). En realitat, sota aquestes condicions
I’intermediari atrapat a aquests mutants no és purament M, ja que hi ha una certa barreja
de L, M i N (Lazarova et al., 2000) (figura IV.30), tal i com indiquen per exemple el pic
positiu a 1551 ecm™ tipic d’L, i el pic negatiu a 1742 cm™ tipic d’N.
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Figura IV.84. Espectre de diferéncia de la bR silvestre i dels mutants D96N, E194Q i
DI96N/E194Q obtinguts a partir de film sec de MP a pH 10, 150 mM KCI i -30° C.
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Figura 1V.85. Espectre de diferencia de la bR silvestre i dels mutants D96N, E194Q i
D96N/E194Q obtinguts a partir de film humit de MP a pH 10, 150 mM KCI i -30° C.
L’intermediari atrapat és majoritariament M. * canvis per tenir en consideracio.

Sota aquestes condicions de sequedat, I’M atrapat als mutants E194Q 1

DO96N/E194Q té I’aspartic 85 protonat, fet normal a I’intermediari M. En condicions
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d’humitat, pero, ens trobem amb que es produeix una desprotonacié de 1I’Asp 85
(Lazarova et al., 2000; Zscherp et al., 2001) (figura IV.85) 1 ’'M obtingut es troba
barrejat amb N ( figura IV.79 i taula IV.30).

Taula IV.30. Intermediari atrapat a la bR silvestre i dels diferents mutants en 150 mM de KClI,
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
D96N Mn Mn My M
E194Q N M M, N LM
DI96N/E194Q N MN M, N LM

En el cas del doble mutant i sobretot del mutant D96N va ser necessari il-luminar
amb llum blava entre mesura i mesura dels espectres per tal de fer retornar les restes

d‘M a I’estat basal BR (Butt et al., 1989).

1V.4.3.4.2. Espectres de diferencia de |’ intermediari N

En condicions d’obtencié de I’intermediari N com ¢és a pH 10,0; 4° C i mostra
humida (figura IV.86) es pot apreciar que en el mutant D96N no es pot atrapar un N
pur. Degut a que en aquest mutant la reprotonacié de la BS és molt lenta, el que ens
trobem ¢€s un intermediari My on la proteina estructuralment es troba en conformacio N
perd amb la BS desprotonada (Kamikubo et al., 1997).

Al doble mutant D96N/E194Q caldria esperar un comportament similar a
I’obtingut al mutant D96N, ja que en el doble mutant en trobar-se tamb¢ inhabilitat el
grup reprotonador de la BS aquesta hauria de trobar-se desprotonada. L’N obtingut en
aquest mutant pero té una BS totalment protonada (figura IV.86). Aquest protd no pot
provenir de I’Asn 96, aixi doncs ha de provenir del medi extern o bé d’un altre grup.
En aquest mutant, a I’igual que al mutant E194Q), cal destacar la preséncia d’un Asp 85
desprotonat quasi en tota la seva totalitat (figura IV.87). Aquest fet es deu a que en fer
la mutacié E194Q, el CAP no es pot desprotonar durant M i per tant no s’indueix
I’increment del pK, de I’Asp 85 i aquest es desprotona(Lazarova et al., 2000) (veure

seccio I.7.1).
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FiguralV.87. Ampliaci6 de la regi6 dels carboxilics i del retinal de la figura IV.80.

Observant les bandes de la regié dels carboxils i del retinal del mutant E194Q
(IV.87) es podria deduir que el protd de 1I’Asp 96 reprotona normalment la BS tal i com
ho mostren la banda negativa a 1742 cm™ provinent de la desprotonacié de I’Asp 96 i la

banda a 1186 cm™ per sobre de la linia base indicant una BS protonada. Perd la banda
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positiva absent a 17755 cm™ mostra que I’Asp 85 es troba anormalment desprotonat. El
protd de I’ Asp 85 podria anar a parar a la xarxa d’aigiies o podria protonar un altre grup
perd també podria passar que el protd de I’Asp 85 retornés a la BS i1 que el protod de

1I’Asp 96 s’alliberés a la xarxa d’aiglies o a un altre grup.

IV.4.4. Discussio

Les dades obtingudes anteriorment al treball de Lazarova et al (2000) van donar
lloc a la idea d’una relaci6 a llarga distancia entre les dues regions de la bR, més
concretament entre el glutamic 194 i ’aspartic 96 (veure seccid 1.10.3). Les mutacions
D96N 1 E194Q per separat han sigut ampliament estudiades encara que no des de tots
els punts de vista presentats en aquest treball. Els resultats obtinguts per al doble mutant
D96N/E194Q son integrament inedits i actualment es troben en vies de publicacio.

Per un costat la substitucié de 1’Asp 96 per una Asn produeix una incapacitat de
reprotonar la BS des d’aquest grup; en ser una mutacié conservativa pero, 1’estructura
de la proteina en principi es mant¢ intacte (figura [V.62). L’estudi de 1’accessibilitat de
la hidroxilamina mostra que les modificacions estructurals son minimes en realitzar la
substitucid de 1’Asp per una Asn. No obstant, els resultats obtinguts per aquest mutant
mostren algunes diferéncies en comparaci6 amb la bR silvestre. Per exemple, en
estudiar el pK, de I’Asp 85 en I’estat basal es pot apreciar un petit canvi del maxim
d’absorbancia de la proteina. Aquest efecte és d’esperar tenint en compte que el grup
carboxilat de I’Asp 96, tot i trobar-se a uns 10 A de distancia, pot influir en la
distribuci6 electronica del cromofor a través d’interaccions amb altres grups propers al
retinal. En particular, la substitucié de 1’aspartic pel grup asparragina implica una
disminuci6 en la capacitat de formacié de ponts d’hidrogen que pot contribuir a una
menor estabilitat de la proteina. Els estudis d’estabilitat térmica per altre costat, tant per
espectroscopia UV-visible com per DSC mostren una menor estabilitat del mutant front
la temperatura.

Estudis de fotolisi de llampec del mutant D96N mostren una formacié de
I’intermediari M, for¢a enlentida a tot el rang del pH comparat amb la bR silvestre.
Aquest fet indica que la substitucié de 1’aspartic retarda la desprotonacié de la BS. La
desaparicio d’M, per altre costat, es veu fortament influenciada pel pH del medi. La
mutacié D96N impedeix la rapida protonaci6 de la BS en el pas d’M a N degut a que el

proto no pot procedir de I’Asn 96 i per tant ha d’accedir directament des del citoplasma
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(Otto et al., 1989; Tittor et al., 1989), fet que retarda molt la reprotonacié de la BS
produint que la caiguda d’M sigui tan lenta.

Pel que fa al mecanisme de bombeig de protons estudiat mitjancant el pigment
piranina, és clar que la captacio del protd també es troba molt retardada comparat amb
la bR silvestre i que aquesta es dona durant la caiguda de I’intermediari M (figura
IV.80). L’estudi de les intensitats del senyal de la piranina mostra que aquest mutant
presenta una eficiencia de transport de protons del 55 % comparat amb la bR silvestre.
Aquesta dada es troba corroborada amb els resultats obtinguts als experiments de
bombeig de protons en liposomes (taula IV.29). La menor capacitat bombejadora del
mutant D96N indicaria doncs, que només la meitat de les proteines son capaces de
bombejar. Aquesta conclusio perod, és certa en part, ja que és cert que bombeja menys
perd aixo és degut a que hi ha un menor nombre de molécules que inicien el fotocicle,
un 55 % (veure seccio 1V.4.3.1). Aixi doncs I’eficiéncia de bombeig de protons en
aquest mutant és d’un 100 %: totes les molécules que inicien el fotocicle transporten un
proto. La ineficiéncia la trobem doncs en el nombre de proteines que son capaces
d’iniciar el fotocicle. La mutaci6 D96N d’alguna manera inhibeix la realitzacid del
fotocicle de la proteina en algun punt abans de la formacidé d’M, ja sigui inhibint la
isomeritzacio del retinal des de tot-trans a 13-Cis o bé impedint la desprotonacié de la
BS. Dades obtingudes per altres grups pero, mostren una menor eficiencia de bombeig
de protons d’aquest mutant i un percentatge de formacié d’M similar a I’obtingut a la
bR silvestre (Marinetti et al., 1989; Otto et al., 1989). Aquestes dades pero van ser
obtingudes a partir d’un mutant D96N realitzat a E.coli, i en molts casos s’ha observat
que el comportament dels mutants pot variar depenent de si s’ha expressat a la espécie
nativa H.salinarum o a E.coli com es feia antigament.

L’estudi del moviment de carregues per fotocorrents mostra per un costat
I’augment d’una unitat de pH del pK, del CAP en aquest mutant comparat amb la bR
silbestre, indicant un cop més una influéncia a llarga distancia. Per altre costat el que
s’observa és un desacoblament entre les constants de caiguda de B2 i formacié d’M,
indicant que en aquest mutant durant la formaci6 d’M es produeixen aconteixements
que no impliquen el moviment de carregues dintre de la proteina.

L’acumulacié de Dintermediari My corrobora les dades obtingudes amb
anterioritat (Kamikubo et al., 1997) on I’anul-lacié del grup reprotonador de la BS

produeix un enlentiment de la seva reprotonacié acumulant-se per FTIR un intermediari
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N-like on estructuralment la proteina té una conformacié i entorn del retinal tipic de

I’intermediari N, pero la BS es troba desprotonada, caracteristic d’M.

En substituir el glutamic 194 per una glutamina estem impedint la desprotonacio
d’aquest grup i per tant estem evitant que pugui actuar com a CAP (Dioumaev et al.,
1998). Les interaccions per pont d’hidrogen pero, continuarien sent similars, encara que
hi participarien diferents atoms de la glutamina (figura IV.63) i la distancia dels enllagos
seria major en el mutant.

L’estudi d’aquest mutant mostra que hi ha una influéncia d’aquesta mutacid
sobre ’entorn del retinal tal i com ho mostra el petit canvi en el maxim d’absorbancia
de la forma LA (taula IV.21), ’enlentiment de la cinética de adaptaci6 a la foscor en
més de 60 vegades (Sanz et al., 2001), o el pK, de I’Asp 85 alterat en 1’estat basal de la
proteina (taula I'V.22).

Tot 1 que en el mutant E194Q les interaccions es mantenen practicament
intactes, sembla que no son suficients com per conservar una compactacié normal de les
helices ja que D’accessibilitat del retinal per la hidroxilamina a les fosques es veu
incrementada en aquest mutant i sobretot en preséncia d’il-luminacié (Sanz 2000) (taula
IV.24). Aquesta flexibilitat de les helices perd no es tradueix en una menor estabilitat
termica de la proteina tal i com ho indiquen els estudis d’estabilitat térmica per
espectroscopia i DSC (Sanz et al., 2001) (taula IV.25 i1 IV.26). En canvi, la xarxa
paracristal-lina es troba afectada tal i com ho indica una pre-transicié menys cooperativa
1 el fet de que aparegui a una temperatura menor.

Funcionalment, el mutant E194Q mostra unes alteracions importants tant del
fotocicle com del mecanisme de bombeig de protons. El fet de que la cinetica de
formacié de I’intermediari M sigui independent del pH (Sanz 2000) i de que la constant
obtinguda sigui la mateixa que per al cas de la bR silvestre a pH 10 (taula IV.27) mostra
que la dependéncia del pH de la formaciéo d’M a la bR silvestre depén de 1’estat de
protonacié del glutamic 194. Tant si el Glu 194 es troba desprotonat com mutat, 1’ Asp
85 probablement pateix un augment en el seu pK, reprotonant-se abans. Les dades
obtingudes per fotocorrents corroboren aquesta idea ja que no solament no s’obté cap
pKa del CAP, sin6 que els valors obtinguts son els mateixos independentment del pH.

Aixi doncs queda demostrat que quan el glutamic 194 es desprotona (pH igual 6
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superior a 10) o es muta, es produeix una aparicio d’M molt més rapida que per la bR
silvestre a pH neutres o acids.

La desaparicié d’M per altre costat (o sigui, la reprotonaci6 de la base de Schiff)
mostra una dependencia del pH, de manera que a pH 10 E194Q presenta una
desaparici6 d’M® més rapida que a la bR silvestre, i a pH neutre o acid mostra una
desaparici6 de I’intermediari M, més lenta que a la bR silvestre. La més rapida
desaparici6 d’M° a pH neutre en aquest mutant, podria indicar una alteracio de
I’equilibri N«O. Aixi doncs, en realitzar la mutacio E194Q es podria estar afectant la
reprotonaci6é de I’Asp 96 potser accelerant-la. El fet de que la desaparicié d’M,; sigui
més lenta a pH neutre indica un enlentiment en la reprotonacié de la BS des de I’Asp
96. Aixi doncs, la mutacid6 E194Q per un costat produiria un retardament en la
reprotonaci6 de la BS i per altre costat facilitaria I’entrada del prot6 des del citoplasma
per reprotonar I’ Asp 96.

En el mutant E194Q, el mecanisme de bombeig de protons estudiat per piranina
esta profundament alterat (Balashov et al., 1997; Dioumaev et al., 1998). En trobar-se
mutat el Glu 194 aquest no es pot desprotonar en M; i per tant no es pot alliberar el
protd al medi extracel-lular. Sota aquestes condicions el protd s’allibera en el pas d°O a
BR directament des de 1I’Asp 85 possiblement via I’Asp 212 (Dioumaev et al., 1999;
Zscherp et al., 2001) (veure secci6 1.7.2). La funcié bombejadora del mutant no
solament presenta una inversié del mecanisme siné que a més hi ha una disminuci6 en
I’eficiéncia de bombeig, sent d’un 65 % comparat amb la bR silvestre. Com en el cas
del mutant D96N, aquesta reduccid en el bombeig es deu a una menor capacitat del
mutant en iniciar el fotocicle. Aixi doncs la substitucio del glutamic només permet que
el 63 % de les molecules iniciin el fotocicle.

Els intermediaris atrapats mitjangant FTIR (taula IV.30) mostren que el mutant
E194Q no tendeix a acumular I’intermediari M, obtenint-se quasi sempre barreges
d’aquest intermediari amb diverses proporcions d’L i N (Lazarova et al., 2000). Aquest
efecte és esperable tenint en compte que el temps de vida mitja d’aquest intermediari és
menor a pH 10 que a la bR silvestre (taula IV.27 1 IV.28). Aquest mutant a més presenta
una protonacid de I’Asp 85 en M i1 N bastant inestable. L estudi de la dependéncia de la
protonaci6 de I’Asp 85 en funcid del pH mostra que el seu pK, en el mutant E194Q és
de 7,6 quan en el medi hi ha preséncia d’ions clor, ja que en llur abséncia el

comportament de protonaci6é de I’Asp 85 esdevé normal (Lazarova et al., 2002). En la
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bR silvestre, la protonacié de I’ Asp 85 des de la BS es produeix gracies a que I’aspartic
85 incrementa el seu pK, des de 2,7 a 8. Aquest fet indueix la desprotonacio del CAP i
un segon increment del seu pK, al voltant de 10 (Sasaki et al., 1994; Balashov et al.,
2000). En el mutant E194Q en no produir-se la desprotonacié del CAP aquest segon
increment del pK, de I’Asp 85 no tindria lloc, de manera que a pH per sobre de 8 ens
trobariem amb una Asp 85 desprotonat, i ¢s de fet el que ens trobem als espectres
obtinguts a pH 10 (figura IV.84 1 IV.85). Aquest fet doncs demostra que hi ha una
important comunicaci6 entre el CAP i I’Asp 85 segurament via la xarxa d’aigiies. Com
es pot observar a la figura IV.63, a la bR silvestre el grup carboxil del glutamic 194 es
troba formant un pont d’hidrogen amb les aigiies 404 i1 405 que a ’hora formen altres
interaccions amb altres grups que s’acaben comunicant amb 1’Asp 85. La desprotonacio
del glutamic 194 deu alterar la seva interacci6 amb aquestes aigilies i el senyal es
transmetria cap a 1’Asp 85 provocant I’increment en el seu pK,. Al mutant E194Q la
interaccio de les aigiies 404 1 405 continua existint perd en aquest cas amb el grup
amida de la glutamina. Com que no es pot produir la desprotonacié d’aquest grup, la
interaccié amb les aigilies 404 i 405 es mantindria intacta de manera que no es formaria
cap cascada que portés la informaci6 a I’ Asp 85 1 aixi doncs no es podria donar el segon
increment en el seu pK,.

Pero, si durant M en preseéncia d’humitat i en N, ’Asp 85 es troba desprotonat
(figura IV.85 11V.86), a on va a parar aquest prot6? Lazarova et al (2000) proposen que
aquest prot6 s’alliberaria a la xarxa de ponts d’hidrogen. Una altra possibilitat seria que
retornés a la BS (Sanz 2000) i el prot6 de I’Asp 96 podria alliberar-se a la xarxa

d’aigiies.

L’estudi del doble mutant D96N/E194Q i la seva comparaci6 amb la bR
silvestre 1 amb els mutants individuals D96N 1 E194Q, ha mostrat alguns resultats
esperables 1 altres molt reveladors. Per un costat la lleugera alteracié de 1’entorn del
retinal era esperable tenint en compte que les mutacions individuals ja ho produeixen.
En aquest sentit, I’enlentiment de la cinética d’adaptacio a la foscor és comparable a
I’observat al mutant individual E194Q.

L’alteracio del retinal queda també reflexat en aquest cas en un pK, de I’Asp 85
alterat en 1’estat basal. El pK, de la forma desionitzada, pero, posseeix una caracteristica

no present en cap dels dos mutants individuals. Sota aquests condicions apareix una
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forma vermella absorbent a 437 nm d’origen desconegut, amb un pK, una unitat de pH
per sobre del pK, de I’Asp 85 (figura IV.65 1 IV.66) 1 que podria provenir de ’aparicio
d’isomers del retinal en conformacio 9-cis.

Aquest mutant, com els dos anteriors, presenta una major estabilitat de la
proteina front pH elevats degut segurament a un petit increment en el pK, de la BS, ja
que en aquest mutant, com en el cas de I’E194Q la forma vermella apareix a pH més
elevats que a la bR silvestre. Aixi doncs la substitucio del glutamic 194 per una
glutamina ja comporta una alteracié en la xarxa de ponts d’hidrogen a I’estat basal.
L’increment en la distancia dels ponts d’hidrogen entre les aigiies 404 i 405 amb el grup
194 sembla ser important en la comunicacio del CAP amb el retinal.

L’accessibilitat del retinal per la hidroxilamina al doble mutant es troba més
accentuat que als mutants individuals. Aquest efecte és logic tenint en compte que es
sumen els efectes de les dues mutacions. La major laxitud de les hélices en aquest
mutant es tradueix en una menor estabilitat térmica de la proteina i una ordenacio
alterada de la membrana purpura.

El doble mutant, en posseir la mutacié E194Q, també presenta una formacié de
I’intermediari M independent del pH i amb una constant similar a I’obtinguda al mutant
individual. La desaparici6 d’M ¢és més lenta que a la bR silvestre i al mutant E194Q,
perd més rapida que al mutant D96N. Aquest resultat indicaria doncs que la introduccio
de la mutaci6 E194Q accelera la reprotonacié de la BS. Aquest efecte podria produir-se
via una efecte a llarga distancia on en mutar el glutamic 194 s’accelerés 1’entrada del
protd des del citoplasma, o bé que influenciés I’entorn d’algun grup proper al retinal
actuant inusualment com a grup reprotonador de la BS. En el cas de que alguna
d’aquestes opcions fos la correcta, ens podem preguntar si al mutant individual E194Q
hauriem d’observar el mateix efecte d’acceleracid de la desaparicié6 d’M. De fet, en
aquest mutant s’observa una acceleracié en la desaparicio d’M® a pH basic podent
indicar una facilitacio en I’entrada del prot6 des del citoplasma. En el doble mutant
aquesta acceleraci6 s’observa en tot el rang de pH.

Com era d’esperar, al doble mutant, com en el mutant E194Q, s’aboleix la
dependéncia de la desaparicio de B2 i formacio d’M del pH del medi (figura 1V.82).
Aixi doncs, quan el Glu 194 es troba substituit per una glutamina el procés de

desprotonaci6 de la BS durant M esdevé totalment independent del pH del medi.
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L’estudi de I’activitat bombejadora de protons del doble mutant mitjangant
piranina mostra una abséncia absoluta de senyal (figura IV.79), la qual cosa podria ser
interpretada com una abséncia d’activitat bombejadora de protons en aquest mutant, o
bé que I’expulsid i1 recaptacio del proto es realitzés simultaniament. En aquest cas, en
ser el canvi de pH net del medi zero, la piranina no canvia el seu estat de protonacid, i
per tant tampoc hi ha canvis en el seu espectre d’absorbancia. La determinacio del
bombeig de protons mitjancant la inclusié del mutant en liposomes mostra que
efectivament hi ha bombeig de protons encara que reduit (30 %) comparat amb la bR
silvestre (figura 1V.29). Aquest fet doncs indica que al mutant D96N/E194Q els
processos d’expulsio i captacid del protd es realitzen a 1’hora. El fet de que la mutacio
D96N retardi la captacidé del protd cap als 100 ms, valor depenent de la intensitat
luminica, i de que el mutant E194Q retardi 1’alliberacié del proté cap als 30 ms,
produeix que hi hagi un solapament parcial dels dos processos. La reduida eficiéncia de
bombeig ve com a conseqiiencia d’una menor proporcid d’intermediari M format a
aquest mutant.

Els intermediaris atrapats per FTIR mostren un comportament molt similar a
I’observat al mutant individual E194Q. L’Asp 85, com que el CAP no es pot
desprotonar, no pot patir el segon increment en el seu pK, i a pH per sobre de 8 es
desprotona. L’intermediari N atrapat al doble mutant presenta una BS protonada (figura
IV.86 11V.87), 1 ja que I’Asn 96 no es pot desprotonar, el proto en teoria ha de procedir
directament des del medi extern. Si és aixi la reprotonacio de la BS ha de ser tan lenta
que I’intermediari atrapat ha de tenir una BS desprotonada com de fet succeeix en el
mutant D96N. Les dades de fotolisi de llampec pero, ja mostraven que en el doble
mutant la desaparicié d’M no es trobava tan enlentida com al mutant D96N. Aixi doncs
¢és d’esperar que la BS es trobi reprotonada en I’intermediari N atrapat. Perd d’on ve
aquest proto? La construccid i estudi del doble mutant D96N/E194Q esperavem que ens
respongués a aquesta pregunta. El fet de que la mutaciéo E194Q influeixi de manera tan
important en els aconteixements produits a I’extrem citoplasmatic de la bR no permet

congixer ’origen d’aquest proto.
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V. DISCUSSIO GENERAL

La part extracel-lular de la bacteriorodopsina ¢és una zona de gran interés en ser
el lloc des d’on s’expulsa el proto al medi extracel-lular. El grup involucrat en aquesta
expulsio, el CAP, es troba en estreta relacid6 amb la BS de manera que aconteixements
que succeeixen en la part extracel-lular es transmeten al voltant del retinal i viceversa.
Amb 1’obtencié d’estructures cada vegada de major resolucid s’ha demostrat que la
interaccio entre la BS 1 el CAP es produeix via una complexa xarxa d’aigiies que
estableixen ponts d’hidrogen amb diferents aminoacids de la proteina (Luecke et al.,
1999b) (veure secciod 1.7.1). Tot i coneixer la identitat dels grups participants en la xarxa
d’aiglies son molts els dubtes concernents a la funcid especifica de cadascun d’aquests
grups.

Estudiant I’estructura de la bR pero, es pot apreciar que aquesta xarxa d’aigiies
no ¢s I’nica existent a la proteina. A la mateixa zona extracel-lular es pot apreciar
I’existéncia d’un altre entramat de ponts d’hidrogen on hi participen les aigiies 415, 416,
417 i 418 1 diveros grups del voltant com sén el glutamic 9, la leucina 201 i
I’asparragina 202 (figura 1.20). La tirosina 79 es troba en una posicido central
comunicant la xarxa d’aigiies principal amb aquesta xarxa secundaria (figura 1.16).
L’alteracié de les posicions de I’Arg 7 i el Glu 9 1 la mutacié de la Tyr 79 per una
fenilalanina déna lloc a canvis estructurals en la bR tal i com ho indiquen les dades
d’incubaci6 dels mutants amb hidroxilamina (taula IV.5). Aquest fet dona lloc a una
alteracio del pK, de I’Asp 85 1 del CAP per un costat i a una menor estabilitat térmica 1
alteraci6 de I’ordenaci6 paracristal-lina de la bR per P’altre. Aquestes mutacions, pero,
semblen no afectar de manera important la funci6 de la proteina donat que les
caracteristiques del fotocicle i del mecanisme de bombeig de protons no difereixen de la
bR silvestre (figura IV.28 1 IV.31).

Aquesta xarxa d’aiglies secundaria es troba localitzada en una butxaca creada
per les prolines 8, 77 1 200 (figura .18 1 1.20) i el seu paper estructural i/o funcional no
ha sigut estudiat fins al moment. La curiosa disposicio d’aquestes prolines envoltant les
molecules d’aigua va suscitar la idea de que aquesta estructura podria tenir alguna
funcié important en la bR. L’estudi de la mutacié d’aquestes prolines per glicines i1 de
les interaccions que aquestes realitzen, ha revelat que aquestes prolines semblen no
interaccionar directament amb la xarxa i que podrien actuar en realitat produint torsions

/0 conformacions adequades a les helices 1 bucles permetent 1’establiment de ponts
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d’hidrogen de grups del voltant. La substitucié d’aquestes prolines per glicines dona
lloc a alteracions del pK, de I’Asp 85. Es la substitucié de la prolina 77 perd la que
produeix els canvis més importants en la proteina a nivell d’estructura, estabilitat
térmica 1 entorn del CAP. Quan totes tres prolines pero, son substituides a 1’hora,
I’efecte observat és molt més drastic on els unics experiments que s’han pogut realitzat
mostren que hi ha una descompactacié important de les helices que segurament dona
lloc al important canvi observat del pK, de I’Asp 85.

L’alteracié que produeix la mutacié de les prolines en la xarxa secundaria no
afecta solament I’estructura de la proteina, sind també la seva funcionalitat (veure
seccid 1V.3.3.2). Les mutacions P77G, P200G i P8W redueixen I’eficiéncia de
bombejar protons de la proteina indicant doncs que aquests grups estarien involucrats
directa o indirectament en el mecanisme de bombeig de protons, probablement en
I’expulsio dels protd al medi. Aixi doncs la substitucié de les prolines produeixen unes
alteracions més importants que no pas les produides per les mutacions R7E/E9R 1 Y79F
degut potser a que en mutar les prolines s’esta afectant la xarxa d’aiglies secundaria més
profundament.

A part de la influéncia de les mutacions via xarxa d’aigiies, en aquest estudi
també hem detectat efectes a curta distancia com és la mutacio S193A. La serina 193 es
troba interaccionant doblement amb el glutamic 204 apropant-lo al glutamic 194 (figura
[.17). En realitzar la mutacio S193A una d’aquestes interaccions es trencaria (figura
IV.11) produint segurament un allunyament dels dos glutamics i I’increment d’una
unitat de pH del pK, del CAP (figura IV.35). Aixi doncs la serina 193 sembla actuar de
pont entre els glutamics 194 1 204 apropant suficientment les seves carregues negatives
com per establir el correcte pK, del CAP. Aquesta serina a més sembla estar
involucrada directa o indirectament en el mecanisme de bombeig de protons, ja que la
seva substitucid per una alanina no solament redueix el nombre de molécules que son
capaces d’iniciar el fotocicle, sind que a més redueix la capacitat de la proteina de
transportar protons.

La serina 193 tot i trobar-se interaccionant amb els glutamics 194 i 204, i
presentar algunes caracteristiques similars al mutant E194Q (allargament important del
temps d’adaptaci6 a la foscor (veure seccié IV.2.2.1 i IV.4.2.1))presenta un
comportament ben diferent en altres aspectes. El mutant S193A per exemple no

presenta una desprotonaci6 abans d’hora de 1’Asp 96 en els intermediaris N i M atrapats
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per FTIR com s’obté¢ al mutant E194Q (veure seccido 1V.4.3.4) perd si una pobre
acumulacié d’M obtenint-se barreges d’L 1 N (taula IV.10), ni una inversié en el procés
de bombeig de protons. Aixi doncs, tot i semblar ser un grup important per mantenir la
correcta estructura del CAP, la seva mutaci6 no produeix una inhabilitaci6é d’aquest.

L’establiment de xarxes d’aigua permanents sembla ser una caracteristica de la
part extracel-lular de la bR ja que a la part citoplasmatica s’estableixen xarxes
transitories en algun moment del fotocicle (Cao et al., 1991) (veure seccio 1.6.2). A
I’estat basal pero, fenomens que succeeixen a la part citoplasmatica afecten a la part
extracel-lular. La mutacié D96N per exemple, altera I’entorn del CAP incrementant en
una unitat de pH el seu pK, a I’estat basal (figura IV.82). Aixi doncs, tot i que no hi ha
una xarxa d’aigiies establerta a I’estat basal a la part citoplasmatica aquesta es troba
comunicada amb I’extrem extracel-lular.

Aquesta influéncia a llarga distancia ja ha sigut observada anteriorment
mitjancant el marcatge de les valines amb >C al mutant D96N i el seu posterior estudi
per NMR (Tanio et al., 1999b). Aquestes dades mostren que en realitzar aquesta
mutacié es produeixen canvis en la Val 199 localitzada al costat extracel-lular, i es
proposa que aquests canvis es produeixen mitjangant la connexié de D96-T46-V49-
D85-E204.

La influéncia entre els dos extrems de la proteina es dona en tots dos sentits tal 1
com ho mostren les dades presentades a aquest treball. Quan I’ Asp 96 es substitueix per
una asparragina el proté que ha de reprotonar la BS durant el fotocicle ha de provenir
directament del medi extern (Otto et al., 1989; Tittor et al., 1989) i1 és per aquest motiu
que en aquest mutant I’intermediari M té un temps de vida mitja for¢a incrementat
comparat amb la bR silvestre. En afegir la mutacié E194Q al mutant D96N, es produeix
una important disminucio6 del temps de vida mitja d’M degut a que en el doble mutant la
BS es reprotona més rapidament que al mutant D96N (veure seccio 1V.4.3.1).
L’afavoriment de la reprotonacié de la BS al doble mutant podria estar casat per una
facilitacio de I’entrada del proto des del citoplasma o bé induint la desprotonacié d’un
grup alternatiu a I’Asp 96. El fet de que el doble mutant presenti una menor
compactacié de les hélices (veure seccid 1V.4.2.4) podria recolzar la idea de la
facilitacio de 1’entrada del proto des del medi. Sigui quin sigui el cas, ’acceleracio en la

reprotonaci6 de la BS indica que I’eliminacié de la carrega negativa del glutamic 194
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deu influenciar els ponts d’hidrogen de la zona citoplasmatica a través de la inducci6 de
canvis en la xarxa de ponts d’hidrogen de la part extracel-lular.

Les mutacions R7E/E9R, Y79F i P8W per altre costat també podrien produir un
efecte a llarga distancia facilitant la reprotonacié de I’ Asp 96, situat a I’altre costat de la
proteina, tal i com ho mostra ’acceleracié de la desaparicio d’M”.

Aquests casos no son els unics que evidencien la influéncia entre els dos extrems
de la proteina. El mutant E204Q és un altre exemple on es pot observar una alteraci6 del
costat oposat de la proteina, tal com mostra I’estudi per RMN d’aquest mutant, en el que
es produeixen canvis en la Val 49, situada en el costat citoplasmatic (Tanio et al 1999b).
Un altre cas d’interacci6 a llarga distancia és la de I’ Arg 82 amb el Glu 231 (Alexiev et
al., 2000), ja que la doble mutacié R82A/G231C reverteix els efectes produits al mutant
individual R82A.

Sén doncs molts els casos en els que s’ha pogut observar una interaccid entre
extrems de la bR. Aixi doncs no ens ha de sorprendre que durant el fotocicle la
desprotonacié del CAP a M, localitzat al costat extracel-lular, produeixi una obertura
de les hélices a la part citoplasmatica per permetre I’entrada de molécules d’aigua i que
per tant I’Asp 96 primer es pugui desprotonar i després reprotonar-se (veure seccid
1.6.2)._Aquestes interaccions a llarga distancia semblen ésser una caracteristica general
de la familia de proteines de 7 helices o com son els GPCRs (Receptors acoblats a
proteina G). En aquesta familia de receptors, cal que es produeixi la transmissio de
canvis conformacionals des del costat extracel-lular al citoplasmatic, per tal de que es
produeixi I’activacié de la proteina G especifica (Hargrave et al., 1992). Aixi doncs, el
mecanisme conformacional responsable d’aquesta propagacié de canvis estructurals
present en la bR seria homoleg al mecanisme present a la familia GPCR. En particular,
s’ha descrit que la rodopsina també presenta una obertura del costat citoplasmatic a

I’intermediari Meta II (Menon et al., 2001), de manera semblant a la bR.

L’estudi dels diferents mutants presentats a aquest treball ha permés obtenir
dades no solament dels grups mutats, sin6 tamb¢ del funcionament general de la bR. El
fet per exemple de que el mutant PSW presenti una certa desprotonaci6 de la BS a pH
neutres (veure seccid 1V.3.2.3) perd no una desnaturalitzacid, mostra que no ¢és
exclusivament la desprotonacié de la BS el que determina la desnaturalitzacid de la

proteina. Sembla ser doncs que és necessaria la desprotonacidé de diverses tirosines
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(Balashov et al., 1991) perque la desprotonacio de la BS doni lloc a la desnaturalitzacio
de la proteina.

Les dades de fotocorrents per a la bR silvestre per altra banda mostren que en
augmentar el pH del medi per sobre de 8 es comenca a produir una acceleracio
important de la desaparicié de B2. La representacié de la constant de desaparicié de B2
en funcié del pH dona una corba sigmoidal amb un pK, de 8,3 (figura 1V.34). Liu
(1990) va suggerir que la desaparicio del component lent de B2 era degut a la
incapacitat de la bR de bombejar protons a pH cada vegada més alcalins, i que aquest
fet era degut a la desprotonacié d’algun grup a pH elevats. Balashov et al (1991) va
suggerir que el grup que s’havia de desprotonar era una tirosina i que era el seu estat de
protonacio el que determinava la constant de caiguda de B2. Les dades obtingudes pero
en aquest treball junt amb les de Sanz (2000) suggereixen que en realitat el grup que es
desprotona a elevats pH és el glutamic 194. Aquesta conclusi6 s’extrau del fet de que en
mutar aquest grup per una glutamina desapareix la dependéncia del pH de la desaparicio
de B2 (figura IV.82). De fet, el valor de la constant de B2 al mutant E194Q es el mateix
a tot el rang de pH i es correspon amb el mateix valor obtingut a la bR silvestre a pH
basics on el Glu 194 es troba desprotonat. Com que la desaparicidé de B2 i formacio
d’M segueixen la mateixa cinetica (figura IV.32 bis 1 IV.35), és I’estat de protonaci6 del
mateix grup el que determina la dependéncia de les seves constant del pH. Aixi doncs,
la independéncia de la formacié d’M del pH del medi en el mutant E194Q (Sanz 2000)
es donaria com a conseqiiéncia de la inhabilitaci6 d’aquest grup a protonar-
se/desprotonar-se.

Per tant, la corba sigmoidal obtinguda de la representaci6 de la constant de
desaparicio de B2 o aparicio de M en funcié del pH, és en realitat la corba de titraci6 del
glutamic 194 a I’estat basal de la proteina donant un pK, aparent entre 8,3 i 8,8. Aquest
valor esta d’acord amb resultats publicats per altres grups (Dickopf et al., 1997). La
dependéncia de la formacié d’M 1 desapariciéo de B2 del pH sembla que també depén
del glutamic 204, en certa forma. En efecte, experiments de fotolisi de llampec (Sanz
2000) i fotocurrents sobre el mutant E204Q (dades no publicades) mostren que en
comparacio amb la bR silvestre, la dependéncia del pH es desplaca cap a valors més
extrems del pH. Aixi, la mutacié del Glu 204 per Gln podria influir en el pK, del Glu
194.
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La bR és una proteina que té varis llocs d’uni6 de cations, pero llur localitzacio
¢s un tema molt controvertit (veure seccio 1.8) En estudis recents publicats al nostre
grup (Sanz et al., 2001) sobre els glutamics extracel-lulars 9, 74, 194 1 204 es va
proposar un model de llocs d’uni6 de cations, on un cati6 es trobaria unit al voltant del
glutamic 9, 1 un altre es trobaria compartit entre els glutamics 194 i 204. L’estudi
presentat en aquest treball es centra principalment en la part extracel-lular de la
bacteriorodopsina, i moltes de les mutacions dutes a terme es troben proximes a aquests
llocs d’uni6. Per exemple les mutacions P8G, PSW i R7E/E9R poden afectar el lloc
d’uni6 del gllutamic 9 i les mutacions P200G i S193A el lloc compartit pel grup 194 i
204. S’ha de tenir en compte pero, que com s’ha mostrat al llarg d’aquesta tesi, a la part
extracel-lular hi ha una complexa connexio6 entre els diferents grups via diverses xarxes
d’aigua. Aixi doncs, altres mutacions com la Y79F o P77G poden afectar els llocs
d’unio dels cations a traves de les xarxes d’aigua.

Tot 1 que en aquest treball no s’ha estudiat directament la influéncia de les
mutacions sobre la unid de cations a la proteina, les dades de titracié de pH en diferents
condicions i de DSC que mostren una possible alteracié en el contingut de cations en
aquests mutants. [ €s per aquest motiu que alguns efectes sobre 1’estructura i funcio de
la proteina observat en alguns mutants poden venir provocades per aquest menor

contingut en cations.

Durant el doctorat son varies les técniques que hem estat posant a punt al nostre
laboratori. Una d’aquestes técniques €s la d’obtencid de cristalls de bacteriorodopsina.
Recentment hem aconseguir obtenir cristalls de la bR silvestre 1’aspecte dels quals
sembla indicar que son de bona qualitat (figura 1.3). L’estudi per raig X d’aquests
cristalls no s’ha pogut dur a terme de moment i és per aquest motiu que encara no hem
obtingut ’estructura d’aquests cristalls. Altra técnica que també s’esta acabant de posar
a punt ¢és la de microscopia de forga atomica (AFM). Aquesta técnica permet obtenir
imatges de 1’ordenacio para-cristal-lina de la bR. De fet ja hem obtingut algunes imatges
de la bR silvestre encara que no sén de massa bona qualitat (figura 1.6).

I es que ¢és de vital importancia desenvolupar i aplicar noves técniques d’estudi
de la bR ja que tot i la gran quantitat d’estudis que s’han realitzat sobre la bR, son molts
encara els dubtes que s’han d’esclarir. Després de 40 anys d’estudi de la bR fins i tot

actualment s’esta qiiestionant si la bR en realitat bombeja protons des del citoplasma al
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costat extracel-lular. Hi ha cada vegada més adeptes a la teoria de que en realitat la bR

el que bombeja son hidroxils des del costat extracel-lular al citoplasmatic (Luecke.,
2000).
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VI CONCLUSIONS

1.- L’intercanvi de les posicions dels grups arginina 7 i glutamic 9 i la mutacié
delatirosina 79 per fenilalanina donen lloc a una alteraci6 estructural de la proteina que
es tradueix per un costat en una modificacié del pK, de I’'Asp 85 i del complex
aliberador del prot6 i per atre costat en una menor estabilitat térmica de la bR i
I"alteracid de la ordenacié para-cristal-lina de la membrana purpura. Aquests canvis
nomeés tenen un efecte lleuger sobre la funcio de la proteina demostrant que aquests

grups no estan implicats directament en el mecanisme de transport.

2.- Laserina 193 juga un paper important en el manteniment del pK, correcte del
CAP. Aguesta funcio la realitzaria mitjancant el doble pont d’hidrogen que estableix
amb el glutamic 204 apropant-lo cap a glutamic 194. Aquesta serina a més té un paper
important en mantenir el correcte establiment de laxarxad aigliesi lafuncionalitat de la
bR ja que la seva substitucio per una alanina produeix una notable inhabilitacio de la

proteinatant en inciar €l fotocicle com en bombejar protons.

3.- La funci6 de les prolines 8, 77 i 200, presents en els bucles del costat
extracel lular sembla consistir en produir les torsions necessaries en la cadena
polipeptidica per qué es puguin configurar les interaccions adequades entre diferents
grups i les aiglies de la xarxa secundaria. Es demostra que la substitucié d’ aquestes
prolines per glicines afectal’ eficiencia del transport de protons.

4.- La prolina 77 permet interaccions a bucle B-C que produeix la
direccionalitzacié de I'extrem d'aquest bucle cap as bucles D-E i F-G. La mutacio
P77G impediria la formacié d’ aquestes interaccions i per tant podria donar lloc a una
obertura entre els altres dos bucles. Aquest fet produeix que el mutant P77G presenti

una elevada accessibilitat per la hidroxilamina.

5.- La substitucio de la prolina 200 per una glicina restringeix el moviment de
les helices durant el fotocicle. Lainteraccio produida entre laisoleucina 191 de I’ helix F
i laleucina 201 de I'helix G es podria trobar afavorida per la presencia de la prolina
200. En redlitzar la mutacio P200G aguest enllac, i/o I’ establert entrelaPro 200 el Glu
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204, podria trencar-se i permetre que els extrems de les hélices F i G estableixin noves

interaccions potser meés rigides que restringirien el moviment de les helices.

6.- La mutacié P8W produeix canvis estructurals molt importants de la proteina
que alteren I'entorn del retinal, afavorint la desprotonacié de la BS a pH neutre,
I"increment del pK, de I’Asp 85 i la formacio de bR parpura-acida en absencia d’ions
clor. L’ accessibilitat de la BS per la hidroxilamina indica una important obertura de les
hélices en aquest mutant. La introduccié d’ un triptofan en aguesta posicio produeix una
aterada ordenacio de la membrana purpura.

7.- S’ han aportat noves dades que demostren la influéncia mutua entre els costats
citoplasmic i extracel -lular de la bR. El doble mutant D96N/E194Q presenta una menor
rigidesa de les hélices en comparacié amb els mutants individuals, com s observa de les
dades extretes de I'incubacié del mutant amb hidroxilamina. La presencia d’ una major
obertura de les hélices durant el fotocicle podria ser e causant de que la reprotonacio de
la BS sacceleri notablement en el doble mutant comparat amb e mutant D96N.
Aguesta alteracié estructural a més produeix una important davallada de I’ estabilitat

termica de la proteina.

8.- La doble mutaci6 D96N/E194Q inhibeix parcialment la capacitat de la
proteinad'iniciar €l fotocicle de manera més important que els mutants individuals. Les
molécules de bR que realitzen el fotocicle duen aterme el transport d' un protd. Ara bé,
I’expulsio i captacié del protd en aquest mutant es solapen en e temps, impedint la

detecci6 d' activitat bombejadora via experiments amb piranina

9.- Laformacié dM; i My, és adir, la desprotonacio i la reorientacio de la BS
depén de I’estat de protonacio del glutamic 194. Aixi doncs quan a pH acali aquest
grup es troba desprotonat, la BS es desprotona i es reorienta més rapidament que quan
el glutamic 194 es troba protonat. S ha comprovat que € pK, obtingut per fotocorrents
es correspon amb el pK, del Glu 194, i per tant del complex aliberador del proto, a
I estat basal.
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10.- La desprotonacio de la BS no és suficient per donar lloc a la
denaturalitzaci6 alcalina de la bR ja que és necessari que també es desprotonin altres
grups de la proteina com poden ser diverses tirosines. Aquesta conclusio s extrau del
fet de que alguns dels mutants estudiats en aguesta tesi, com per exemple e mutant
P8W, presenten un desacoblament entre |'aparicié de BS desprotonada i la
desnaturalitzacié de la proteina.
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