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RESUM

A fi d’analitzar la contribuci6 de la regié C-terminal proposada com a iniciadora del
plegament (CFIS 106-118) a I’estabilitat de ’RNasa A, els residus alifatics d’aquesta
regio es van substituir, mitjancant mutagenesi dirigida, per altres residus en els quals la
cadena lateral alifatica era progressivament escurcada. La major part de les substitucions
projectades suposaven delecions no disruptives de grups metil(¢). A més, es va
reemplagar la Tyr115 per un Trp, de manera que, potencialment, s’introduia una unica
sonda fluorescent, no desestabilitzant, per tal de seguir els canvis conformacionals que es
poguessin generar en la regi6 durant el procés de plegament/desplegament de la proteina.

Tant els parametres cinctics, com els espectres d’FTIR i CD, determinats per
cadascuna de les ribonucleases variants, indiquen que els reemplacaments aminoacidics
efectuats presenten, en general, poc o cap efecte en I’estructura nativa i en I’activitat de
I’enzim.

Es va emprar D’espectroscopia d’absorci6 a [’ultraviolat de quarta derivada, la
fluorescencia (per la variant amb Trp) i1 I’espectroscopia d’infraroig per transformada de
Fourier, per tal de seguir i caracteritzar, en condicions d’equilibri, les transicions
conformacionals de cada variant en funci6 de la pressio i de la temperatura. Els resultats
es van comparar amb els que es van obtenir per la proteina salvatge. Per determinar més
a fons les caracteristiques del procés de desplegament de la variant Y115W, les
transicions de desnaturalitzacio induides per urea d’aquesta variant i de la proteina
salvatge, van ésser examinades per mitja d’electroforesi en gradient d’urea i
espectroscopia de fluorescencia.

Curiosament, els canvis conformacionals que resulten de la desnaturalitzacid per
pressido son molt semblants als que s’obtenen per temperatura. Enfront d’un augment
gradual tant de pressi6 com de temperatura, 1’estructura terciaria i els elements
d’estructura secundaria de les proteines estudiades es perden de manera conjunta i
reversible. Aquestes variacions estructurals que es promouen descriuen un procés de
desplegament molt cooperatiu i en dos estats. Atés que ambdues técniques (UV i1 FTIR)
utilitzen cadascuna un régim de concentracid proteica molt diferent, els resultats
indiquen que el procés de desplegament per pressio i per temperatura €s intramolecular.

Els resultats obtinguts suggereixen que la hidrofobicitat i el volum de les cadenes
laterals del CFIS, juntament amb les interaccions de van der Waals entre elements
d’estructura secundaria intervenen de manera molt notable en I’estabilitzacio de la
proteina.

Entre els diferents aminoacids alifatics que pertanyen al CFIS C-terminal, la Val108
¢s el residu més important per tal de preservar la integritat estructural de 1’estat natiu. Els
reemplagaments en aquesta posicio causen petites alteracions conformacionals i una gran
desestabilitzaci6 de la proteina (per exemple, el punt mig de la transicid6 de
desnaturalitzacio per pressio 1 per temperatura de la variant V108G disminueix uns 592
MPa i 25°C, respectivament, respecte a la proteina salvatge).

D’acord amb els resultats obtinguts, la variant Y115W ofereix una sonda util per tal
de seguir la cinética de plegament/desplegament de I’RNasa A.
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RESUMEN

Para analizar la contribucion de la region C-terminal propuesta como iniciadora del
plegamiento (CFIS 106-118) en la estabilidad de la RNasa A, los residuos alifaticos de esta
region fueron sustituidos, mediante mutagénesis dirigida, por otros residuos en los cuales
la cadena lateral alifitica era progresivamente recortada. La mayor parte de las
sustituciones proyectadas suponian deleciones no disruptivas de grupos metilo(eno).
Ademas, se reemplazé la Tyr115 por un Trp, de forma que, potencialmente, se introducia
una Unica sonda fluorescente, no desestabilizadora, para seguir los cambios
conformacionales que se pudieran generar en la region durante el proceso de
plegamiento/desplegamiento de la proteina.

Tanto los parametros cinéticos, como los espectros de FTIR y CD, determinados para
cada una de las ribonucleasas variantes, indican que las sustituciones aminoacidicas
efectuadas presentan, en general, poco o ningun efecto en la estructura nativa y en la
actividad de la enzima.

Se utilizd la espectroscopia de absorcion ultravioleta de cuarta derivada, la
fluorescencia (para la variante con Trp) y la espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier, para seguir y caracterizar, en condiciones de equilibrio, las transiciones
conformacionales de cada variante en funcion de la presion y de la temperatura. Los
resultados se compararon con los que se obtuvieron por la proteina salvaje. Para
determinar mas a fondo las caracteristicas del proceso de desplegamiento de la variante
Y115W, las transiciones de desnaturalizacion inducidas por urea de esta variante y de la
proteina salvaje, fueron examinadas mediante electroforesis en gradiente de urea y
espectroscopia de fluorescencia.

Curiosamente, los cambios conformacionales que resultan de la desnaturalizacion por
presion son muy parecidas a los que se obtuvieron por temperatura. Enfrente de un
aumento gradual tanto de presion como de temperatura, la estructura terciaria i los
elementos de estructura secundaria de las proteinas estudiadas se pierden de forma
conjunta y reversible. Estas variaciones estructurales que se promueven describen un
proceso de desplegamiento muy cooperativo y en dos estados. Dado que las dos técnicas
(UV y FTIR) utilizan cada una un régimen de concentracion proteica muy diferente, los
resultados indican que el proceso de desplegamiento por presion y por temperatura es
intramolecular.

Los resultados obtenidos sugieren que la hidrofobicidad y el volumen de las cadenas
laterales del CFIS, junto con las interacciones de van der Waals entre elementos de
estructura secundaria intervienen de forma muy notable en la estabilizacion de la proteina.

Entre los diferentes aminoécidos alifaticos que pertenecen al CFIS C-terminal, la
Vall08 es el residuo més importante para preservar la integridad estructural del estado
nativo. Las sustituciones en esta posicion causan pequefias alteraciones conformacionales
y una gran desestabilizacion de la proteina (por ejemplo, el punto medio de la transicion de
desnaturalizacion por presion y por temperatura de la variante V108G disminuye unos 592
MPa y 25°C, respectivamente, respecto a la proteina salvaje).
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De acuerdo con los resultados obtenidos, la variante Y115W ofrece una sonda util
para seguir la cinética de plegamiento/desplegamiento de la RNasa A.



SUMMARY

To analyze the contribution of the postulated carboxy terminal chain-folding
initiation site (CFIS 106-118) on ribonuclease A stability, the aliphatic side chains in
this region were progressively truncated using site-directed mutagenesis. Most amino
acid substitutions were designed to be non-disruptive deletions of methyl and
methylene groups. In addition, replacement of Tyr 115 with Trp was designed for its
potential as a unique and non-destabilizing fluorescent label of conformational
changes local to the region.

Steady-state kinetic parameters for the enzyme reaction, FTIR and CD spectra of
each RNase A variant indicate that amino acid replacements performed in this region
have, in general, little or no effect on the native structure and function of the enzyme.

Fourth derivative UV absorbance, fluorescence (for the Trp variant) and Fourier
transform infrared spectroscopy were used to detect and characterize the
conformational transitions of each variant, as a function of both pressure and
temperature. The results were compared with those presented for the wild-type
protein. To further determine the unfolding properties of the Y115W variant, the
unfolding transitions induced by urea of RNase A wild-type and Y115W variant,
were examined by urea gradient gel electrophoresis and fluorescence spectroscopy.

Interestingly, conformational changes resulting from pressure denaturation do not
differ considerably from those obtained during temperature treatment. Simple two-
state, reversible unfolding transitions were observed, suggesting that the disruption
of tertiary and secondary structure of each protein at high pressure or temperature is
strongly cooperative. Spectral changes occur at about the same values using both
low- and high-protein concentration regime techniques, indicating that the observed
unfolding events are intramolecular, and that breakdown of the tertiary and
secondary structures occurs concomitantly.

The results obtained reveal that hydrophobicity and volume of the CFIS side
chains, together with van der Waals interactions between secondary structural
elements play an important role in stabilizing the protein.

Among the aliphatic amino acids belonging to the C-terminal CFIS, V108 is the
most critical residue. Replacements performed in this site cause small conformational
differences in the native state, and a dramatic destabilization of the protein (i.e. the
pressure and temperature midpoint denaturation values of the V108G variant
decrease by 592 MPa and by 25°C, respectively, relative to the wild-type RNase A).

According to the results obtained in the current study, the Y115W labeled variant
offers a useful probe for the folding/unfolding kinetics.
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1. Introduccio

1.1. La ribonucleasa A

La informaci6é genetica, que finalment s’expressa en forma de proteines, esta
xifrada en la molécula de DNA en la majoria d’organismes. El flux d’informaci6 a
través de ’RNA ¢és essencial per a la vida tal i com la coneixem. Aquest flux esta
controlat principalment per dos tipus d’enzims: les RNA polimerases que catalitzen
la sintesi de noves molecules d’RNA 1 les RNA depolimerases, més conegudes amb
el nom de ribonucleases (RNases), que en catalitzen la degradacio.

Aquesta activitat ribonucleolitica s’ha trobat que és particularment elevada en el
pancrees dels remugants, probablement per tal de digerir la gran quantitat d’RNA
produit per la microbiota del rumen (Barnard, 1969). Aquests elevats nivells
d’activitat i ’estabilitat de I’enzim responsable van conduir a la identificacio (Jones,
1920) 1, més tard, a la caracteritzacid de la ribonucleasa pancreatica bovina. La forma
predominant en el pancrees bovi la constitueix la ribonucleasa A (RNasa A; EC
3.1.27.5) que ¢és la forma no glicosilada. Aquesta es pot separar cromatograficament
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de les formes B, C i D, cadascuna d’elles formada per una barreja de glicoformes del
mateix enzim (Plummer, 1968; Baynes i Wold, 1970; Liang i col., 1980; Rudd i col.,
1992; Fu i col., 1994).

[’RNasa A ha estat el model de molts estudis sobre plegament, estabilitat,
quimica de proteines, enzimologia i evolucié molecular. Aquests estudis han estat
recollits en gran quantitat de revisions entre les que es poden destacar: Barnard,
1969; Richards i Wyckoff, 1971; Karpeisky i Yakovlev, 1981; Blackburn i Moore,
1982; Wlodawer, 1985; Beintema, 1987; Eftink i Biltonen, 1987; Beintema i col.,
1988; Parés i col., 1991; Cuchillo i col., 1997; Neira i Rico, 1997; Raines, 1998.

1.1.1. La produccio heterologa

Gracies al desenvolupament de les técniques de DNA recombinant, ha estat
possible 1’expressidé heterologa de 1’RNasa A, previ clonatge del seu gen (o del
cDNA). L’expressio heterologa ha possibilitat una purificacié de la proteina sovint
més rapida i amb millors rendiments que quan es parteix del teixit original. Sobretot
pero, el fet de tenir el gen de ’RNasa A clonat en un vector adequat, i per tant
manipulable, 1 que aquest gen pugui expressar-se de manera heterologa, ha permes
provar el paper de determinats grups funcionals de la proteina per mitja de
substitucions dirigides dels seus residus i de ’analisi de les conseqiiéncies d’aquests
canvis (per una referéncia general sobre I’enginyeria de proteines vegeu
Matouscheck i Fersht, 1991).

La produccié heterologa de I’RNasa A va plantejar, de bon comencament, certa
dificultat a causa de diferents motius. D’una banda, el cDNA de I’RNasa A és dificil
de clonar, perqué I’RNA corresponent s’ha d’aillar intacte del pancrees, el qual és un
organ ric en ribonucleases (Chirgwin i col., 1979). D’altra banda, una vegada clonat i
expressat el gen que codifica per I’'RNasa A sorgeixen dos altres entrebancs: en
primer lloc, ’'RNasa A nativa en grans quantitats és citotoxica i en segon lloc,
I’RNasa A desplegada ¢és susceptible a un procés de proteolisi (en aquest sentit, s’ha
de destacar que la major part dels processos de purificacio de la proteina recombinant
impliquen etapes de desnaturalitzaci6 i reduccié de la proteina nativa). Aquests fets
van dificultar I’obtencié de variants de ’RNasa A, la qual cosa va obstaculitzar
inicialment els estudis funcionals i estructurals utilitzant técniques de mutagenesi
dirigida d'un dels enzims dels que es disposava de més informacio. Aixi doncs, la
comprovacid d'algunes de les hipotesis sobre la participacio de determinats residus
aminoacidics en la catalisi, en la interaccid del substrat o en els processos de
plegament, no ha estat possible fins que no s'han obtingut sistemes eficients de
clonatge 1 expressio de ’RNasa A.

El primer sistema heteroleg dirigit cap a I’expressié de ’'RNasa A es va basar en
la sintesi d’un gen que codificava per la proteina (anteriorment Nambiar i col. (1984)
havien sintetitzat un gen que codificava per la proteina S, fraccid inactiva de I’RNasa
A que correspon als residus 21 a 124) i en I’expressioé d’aquest gen en Escherichia
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coli per tal de produir una proteina de fusio associada a la B-galactosidasa (Nambiar i
col. 1987). Aquest metode presentava rendiments molt baixos. Posteriorment,
McGeehan 1 Benner (1989) clonaren el mateix gen sintetic de ’RNasa A (Nambiar 1
col., 1987) darrera del promotor A, el qual estava controlat per un repressor sensible a
la temperatura. Per bé que el rendiment d'aquest metode era superior a l'anterior,
I’RNasa A produida presentava una formilmetionina en I’extrem N-terminal. Schein i
col. (1992) van insertar la seqiiéncia codificant per un péptid senyal d’exportacié al
sistema abans esmentat que va permetre dirigir I’enzim madur i actiu al periplasma.
Aquesta modalitat permetia recuperar aproximadament uns 5 mg d’RNasa A soluble
per cada litre de cultiu.

El gen codificant per I’RNasa A fou clonat per Carsana i col. (1988). Aquests
autors van identificar 1’existéncia d’una regid codificant per un prepéptid de 26
residus que seria el responsable de la secreci6 de ’RNasa A en les cél-lules
pancreatiques exocrines. La clonacidé del gen (Carsana i col., 1988) i del cDNA
(Raines 1 Rutter, 1989) va permetre I’expressid, inicialment per mitja de sistemes que
obtenien un rendiment relativament baix, tant en E. coli (Schultz i Baldwin, 1992;
Tarragona-Fiol i col., 1992; Laity i col., 1993), com en Bacillus subtilis (Vasantha i
Fipula, 1989) o en Saccharomyces cerevisiae (Raines 1 Rutter, 1989; Raines, 1991;
delCardayré i col., 1995).

El pas que ha comportat un aven¢ més significatiu en la produccio heterologa de
I’RNasa A ha estat la utilitzacio dels sistemes pET (Studier i col., 1990). Aquests
utilitzen el promotor de ’'RNA polimerasa de T7 per dirigir 1’expressi6 dels gens
clonats. Les proteines resultants sovint s’agreguen en forma de cossos d’inclusi6 a
causa de la gran quantitat de proteina que s’obté per mitja d’aquest sistema. Gracies
al fet que I’RNasa A és facil de solubilitzar i de replegar, la formaci6 de cossos
d’inclusi6 no suposa cap inconvenient. Al contrari, la formacié d’aquests cossos €s
avantatjosa, ja que aquests son facils d’aillar i contenen la proteina d’interés de
forma quasi pura. A més, I’'RNasa A desplegada en cossos d’inclusid no té activitat
ribonucleolitica i per consegilient tampoc presenta citotoxicitat. Utilitzant el sistema
pET, s’ha obtingut ’'RNasa A que ¢és idéntica a 1’aillada directament del pancrees
bovi amb un rendiment aproximat d’uns 50 mg per litre de cultiu (delCardayré i col.,
1995).

Okorokov 1 col. (1995) 1 Panov 1 col. (1996) van desenvolupar un sistema per a
I’obtencié d’RNasa A madura en el periplasma d’E. coli que utilitza el péptid senyal
de la fosfatasa alcalina i el promotor de A Pg. El rendiment final d’aquest métode és
de 40 mg de proteina per litre de cultiu. Actualment doncs, els sistemes pET i A Pg
permeten obtenir quantitats suficients de variants de I’RNasa A per a la seva
caracteritzacio.
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1.1.2. Estructura i funcio

1.1.2.1.  Un punt de referéncia

L’RNasa A va ésser cristal-litzada per primera vegada ara fa aproximadament 60
anys (Kunitz, 1939; Kunitz, 1940). Els cristalls que es van obtenir difractaven a una
resolucié de 2 A (Fankuchen, 1941). L’RNasa A és el primer enzim i la tercera
proteina que es va seqiienciar completament (Hirs 1 col., 1960; Smyth i col., 1963) 1
el tercer enzim i la quarta proteina de la qual es va determinar |’estructura
tridimensional per mitja d’estudis de cristal-lografia i1 difraccio de raigs X (Kartha i
col.,, 1967). L’RNasa A ha estat utilitzada com a proteina model en estudis de
ressonancia magnetica nuclear a fi de dilucidar I’estructura proteica (Saunders, 1957)
i els camins de plegament proteic (Udgaonkar i Baldwin, 1988). L’estructura
tridimensional de la proteina en solucidé ha estat resolta per ressonancia magnetica
nuclear (Rico i col., 1989; Robertson i col., 1989; Rico i col., 1991; Rico i col., 1993;
Santoro i col., 1993). Actualment, han estat dipositades en el Brookhaven Protein
Data Bank (www.pdb.bnl.gov) més de 70 collleccions de coordenades
tridimensionals relacionades amb 1’RNasa A.

1.1.2.2. L’estructura

L’RNasa A, una vegada madura, estda constituida per una unica cadena
polipeptidica de 124 residus (la seva estructura primaria es presenta a la FIGURA 1.1)
amb una massa molecular de 13.686 Da i un pl de 9.6 (Anfinsen i col., 1952; Smyth i
col., 1963). Conté 19 dels 20 aminoacids estandards, mancant-li només el triptofan.
La férmula molecular de la proteina nativa, no carregada, és Cs7sHog7N1710192S12.
Donat que és una proteina petita, ’RNasa A va esdevenir la primera proteina a ésser
sintetitzada de manera integra (Gutte i Merrifield, 1969).

En Destat natiu, ’'RNasa A té una forma globular arronyonada, amb els residus
del centre actiu disposats al llarg de la depressio. Els elements predominants
d’estructura secundaria soén: una amplia regio tipus full plegat B, formada per
cadenes antiparal-leles (B1: 43-47; B2: 61-63; B3: 72-74, B4: 79-86; B5: 97-104;
B6:106-111; i B7: 116-123), i tres regions helix-o. curtes (ol: 3-13; o2: 24-34; i 03:
50-60) (FIGURA 1.1). Conté vuit residus de cisteina que formen 4 ponts disulfur
intracatenaris entre les posicions 26-84, 40-95, 58-110, 1 65-72. T¢é quatre residus de
prolina: Pro42, Pro93, Prol14 i Prol17. Els enllagos peptidics que precedeixen els
residus Pro93 i Prol14 estan en conformacié cis. Aquests dos residus de prolina es
troben en girs d’inversid de tipus VI (Chou i Fasman, 1977) en els costats oposats de
la proteina nativa.

La determinaci6 de 1’estructura cristal-lina de complexos covalents 1 no covalents
entre I’enzim 1 acids nucleics que actuen com a analegs de substrat (normalment
desoxiribonucleotids), ha facilitat I’estudi de la funci6 de ’'RNasa A (McPherson i
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col., 1986a,b; Aguilar i col., 1991; Aguilar i col., 1992; Birdsall i McPherson, 1992;
Fontecilla-Camps i col., 1994; Zegers i col., 1994; Boqué i col., 1994, Boqué i col.,
1998). Les estructures de ’RNasa A 1 els seus complexos resoltes per estudis de
difracci6 de raigs X i ressonancia magnetica nuclear han estat recollides en revisions
recents (Gilliland, 1997; Gonzalez i col., 1997).

FIGURA 1.1

1 Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe
AAG GAA ACT GCA GCA GCC AAG TTT

9 Glu Arg Gln His Met Asp Ser Ser
GAG CGG CAG CAC ATG GAC TCC AGC

17 Thr Ser Ala Ala Ser Ser Ser Asn
ACT TCC GCT GCC AGC AGC TCC AAC

25 ' Tyr Cys Asn Gln Met Met Lys Ser
TAC TGT AAC CAG ATG ATG AAG AGC

33 Arg Asn Leu Thr Lys Asp Arg Cys
CGG -ARC CTG ACC AAA GAT CGA, TGC

41 Lys Pro Val Asn Thr Phe Val His
AAG CCA GTG AAC ACC TTT GTG CAC

49 Glu Ser Leu Ala Asp Val Gln Ala
GAG TCC CTG GCT GAT GTC CAG GCC

57 Val Cys Ser Gln Lys Asn Val Ala
GTG TGC TCC CAG AAA AAT GTT GCC

65 Cys Lys Asn Gly Gln Thr Asn Cys
TGC AAG AAT GGG CAG ACC AAT TGC

73 Tyxr.'Gln Ser Tyr Ser Thr¥r Met Ser
TAC CAG AGC TAC TCC ACC ATG AGC

81 Ile Thr Asp Cys Arg Glu Thr Gly
ATC ACC GAC TGC CGT GAG ACC GGC

89 Ser- Sexr. Lys Tyx Pro Asn Cys Ala
AGC TCC AAG TAC CCC AAC TGT GCC

97 Tyr Lys Thr Thr Gln Ala Asn Lys
TAC AAG ACC ACC CAG GCG AAT AAA

(A) Seqiiéncia de nucleotids del gen de ’RNasa
A amb la seqiiéncia d’aminoacids corresponent.

105 His Ile Ile Val Ala Cys Glu Gly

CAC ATC ATT GTG GOT TGT GAG GGA (B) Representacié esquematica de la molécula de

I’RNasa A a partir de D’estructura cristal-lina
(Wlodawer i col. 1988), visualitzada amb el
programa MOLMOL. S’assenyalen els elements
predominants d’estructura secundaria.

113 Asn Pro Tyr Val Pro Val His Phe
AAC CCG TAC GTG CCA GTC CAT TTT

121 Asp Ala Ser Val
GAT GCT TCA GTG

1.1.2.3. La interaccio enzim-substrat i ’activitat catalitica

Estudis estructurals i funcionals han proposat i demostrat I’existéncia de diferents
subsetis enzimatics que contribueixen a la unié del substrat polimeric (FIGURA 1.2).
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FIGURA 1.2
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Representacié esquematica de la interaccié d’un fragment d’RNA amb I’RNasa A. B, R i p fan referéncia als
subsetis per a la fixacio de bases, riboses i fosfats, respectivament. B és especific per pirimidines i B, prefereix
purines. Els mononucleotids 3’-pirimidina interaccionen a B;R;p; i els mononucleotids 5’-purina interaccionen a
B,R,p;. Els 3’-AMP interaccionen a B,R,p,. El grup fosfat de 1’enllag fosfodiester hidrolitzat per 1’enzim
interacciona a p;. S’indiquen els residus que podrien participar en cada subseti. Reproduit de Parés i col. (1991).

Segons la nomenclatura introduida per Richards i Wyckoff (1971), B, R i p fan
referéncia als subsetis per a la fixacid de bases, riboses i fosfats, respectivament. Es
defineix p; com el subseti catalitic on es troba el grup fosfat de ’enlla¢ fosfodiester
que s’escindeix 1 BjR; com el subseti principal especific per pirimidines (posicio 3’
respecte a ’enllag fosfodiester que s’escindeix). A més, donat que I’enzim mostra
preferéncia per nucleotids de purina en la posicié 5°, s’ha definit un subseti secundari
anomenat B;R,. De la mateixa manera, s’han proposat altres subsetis d’uni6 de grups
fosfats a més de p;, tal i com s’indica més endavant.

Els treballs on s’ha estudiat la participaci6 dels diferents subsetis de ’'RNasa A
han estat revisats recentment per Cuchillo i col. (1997), Gilliland (1997) 1 Nogués 1
col. (1998).

Tres dels subsetis (B, B, i Bs) interaccionen amb les bases del substrat que
s’uneix amb I’enzim. Tal i com s’ha esmentat, el subseti B, és especific per
pirimidines (McPherson i col., 1986; Aguilar i col., 1992) i presenta preferéncia per
citosina. Al contrari, els subsetis B, 1 B3 s’uneixen a totes les bases, per bé que B; té
preferéncia per purines i en especial per adenina (Katoh i col., 1986) i B; té
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preferéncia per purines (Rushizky i col., 1961; Irie i col., 1984a; Parés i col., 1980;
Boqué i col., 1994).

Els subsetis po, p1 1 p2 interaccionen amb els grups fosfat del substrat que s’uneix
amb I’enzim. Els més ben caracteritzats sén py 1 p,, els quals es troben adjacents al
subseti catalitic en la direcci6 5’ i en la direccio 3°, respectivament. Ambdds subsetis
van ser postulats respectivament per Mitsui i col. (1978) 1 Parés i col. (1980).

L’eficiéncia catalitica de ’RNasa A s’incrementa amb la longitud de la cadena de
I’oligonucleotid (Irie i col., 1984a,b). El coneixement que es t¢ de I’estructura i
localitzacié dels subsetis d’unid a fosfats, aixi com de les propietats cinetiques de
I’enzim, demostren que la millor eficiéncia catalitica observada pels substrats
d’elevat pes molecular s’origina per la unié multiple i cooperativa del substrat amb
I’enzim (Moussaoui i col., 1996; Cuchillo i col., 1997).

Els residus més importants dels diferents subsetis han estat identificats per mitja
d’estudis cinétics, estudis de modificacid quimica, estudis de complexos de I’RNasa
A amb diversos analegs de substrat i també per mutagenesi dirigida. Aquests residus
s’indiquen a la FIGURA 1.2. Tots aquests treballs es troben detallats a la revisié de
Nogués i col. (1998).

L’RNasa A catalitza ’escissié de I’enllag P-O° de I’RNA per mitja d’una reaccid
de transfosforilaci6 des de la posicid 5° d’un nucleotid a la posicio 2’ del nucleotid
adjacent, formant-se un extrem 2’,3’-fosfat ciclic i un extrem 5’-OH lliure; i una
reacci6 d’hidrolisi del fosfodidster ciclic, concretament de I’enllag P-O* del
nucleosid 2’°,3’-fosfat ciclic (N>p), formant-se un grup 3’-fosfat terminal (FIGURA
1.3). En el mecanisme de catalisi hi intervenen principalment la cadena lateral de
I’His12 i de ’His119 (Findlay i col., 1961).

FIGURA 1.3
OR (H) 0 0"
P 1 N/ 2 g
°='|""‘° TRANSFOSFORILACIO / P \ HIDROLISI 0= f-O'
(o} Q
OoH R-OH ° OH
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Esquema de les dues etapes de degradacio de ’RNA. Reproduit de Cuchillo i col. (1993). R i R’: cadenes de
polinucleotid; Pyr: pirimidina.
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En la reaccio de transfosforilacid, el grup imidazole de I’His12 actua com a base,
mentre que el grup imidazole de I’His119 té un paper complementari, actuant com a
acid. Després de catalitzar la transfosforilacio, cada residu d’histidina en el centre
actiu de ’'RNasa A esta protonat de manera apropiada per catalitzar la hidrolisi de
I’intermediari ciclic. No obstant, no és correcte considerar ambdues reaccions com
un procés seqiiencial, amb la formacié d’un intermediari associat a I’enzim, sindé que
els productes de la reaccié de transfosforilacié son alliberats al solvent. La hidrolisi
de I’intermediari ciclic no té lloc mentre es trobin substrats d’aquesta primera reaccio
(Cuchillo 1 col., 1993). En la reaccié d’hidrolisi, les funcions de les histidines es
capgiren, de manera que la hidrolisi s’hauria de considerar com un procés equivalent
a la reacci6 inversa de la transfosforilacié (Cuchillo i col., 1993).

La catalisi dels substrats CpX 1 C>p és dues vegades més rapida que la dels
corresponents substrats amb uracil (Richards i Wyckoff, 1971). El substrat poli(C) és
fragmentat aproximadament unes 20 vegades més rapid que el poli(U) (delCardayré i
Raines, 1994; Sorrentino i1 Libonati, 1994). L’RNasa A tamb¢ catalitza I’escissio de
poli(A), per bé que amb una eficiéncia 10° - 10* vegades inferior que en poli(U)
(delCardayré i Raines, 1994; Sorrentino i Libonati, 1994). Les causes d’aquesta
especificitat de substrat van ser estudiades per delCardayré i Raines (1994, 1995)
mitjangant la técnica de mutagenesi dirigida.

L’RNasa A esta considerada un enzim distributiu donat que quan s’uneix a un
substrat polimeéric, catalitza una reaccié quimica, i allibera un producte polimeéric en
el solvent. Cap dels polimers poli(C), poli(U) i poli(A) sén fragmentats de manera
processiva per I’RNasa A salvatge. El comportament distributiu de la RNasa A
probablement és degut a les especificitats del subseti B, (que no s’uneix a adenina)
(McPherson 1 col., 1986a; Aguilar i col., 1992) i dels subsetis B, i B3 (amb poca
preferéncia per citosina i uracil) (Rushizky i col., 1961; Irie i col., 1984a; Katoh i
col., 1986).

Es coneixen moltes molécules de mida petita que actuen com a inhibidors de
I’activitat catalitica de ’RNasa A. L’inhibidor més interessant des del punt de vista
biologic, anomenat inhibidor de ribonucleasa (RI), €s una proteina de 50 KDa que es
troba en el citosol de les cél-lules de mamifer (Blackburn i Moore, 1982; Roth,
1967). L’RI probablement protegeix I’RNA citosolic de 1’accié ribonucleolitica de
les ribonucleases secretores provinents del torrent circulatori. S’ha observat que una
de les caracteristiques comunes entre les proteines homologues a ’RNasa A amb
propietats citotoxiques és, precisament, llur capacitat d’evadir I’accié inhibitoria de
I’RI. LRI ha estat objecte de revisions diverses: Lee 1 Vallee (1993), Hofsteenge
(1997).
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1.1.3. Estabilitat i plegament

L’estabilitat de ’RNasa A ha estat abastament reconeguda. S’ha de destacar que
el procediment classic de purificaci6 de ’RNasa A a partir del pancrees bovi ja es
fonamentava en el fet que la proteina manté la seva integritat i solubilitat sota
condicions extremes (Kunitz i McDonald, 1953). El fet de con¢ixer, emprant
I’RNasa A com a exemple, que I’estructura tridimensional de les proteines esta
totalment codificada per la seva seqiiencia d’aminoacids (Sela i col., 1957; White i
Anfinsen, 1959; Anfinsen i col., 1961; Haber i Anfinsen, 1961; White, 1961), va
suposar que I’RNasa A es convertis en un dels models preferits a fi d’assajar nous
metodes per a 1’estudi del plegament proteic.

No obstant aix0, la preseéncia de quatre ponts disulfur i 1’existéncia, en 1’estat
natiu, de dos enllagos peptidics X-Pro en conformacio cis, han complicat 1’analisi del
seu cami de plegament. A més, tal com s’ha comentat, fins fa poc no era possible
I’expressiéo amb rendiments suficients de I’'RNasa A salvatge o de variants d’aquesta,
obtingudes a partir de mutagenesi dirigida, com per dur a terme aquests estudis.

En els estudis d’estabilitat i plegament de I’'RNasa A, la desnaturalitzaci6 de la
proteina s’ha produit principalment per accié de reactius quimics, com ara la urea
que trenca els ponts d’hidrogen; de diversos reductors que fan el mateix amb els
ponts disulfur; d’acids i bases que actuen sobre els enllagos de tipus ioOnic; de la
calor, la qual també trenca els enllagos pont d’hidrogen.

El desplegament de I’RNasa A per alta pressidé ha atret I'interés de molts
investigadors, essent un camp captivador per les expectatives que ofereix (Brandts i
col., 1970; Hawley, 1971; Takeda i col., 1995; Tamura i Gekko, 1995; Zhang i col.,
1995).

En I’estudi del plegament de I’'RNasa A s’han utilitzat com a punts de partida, o
bé la proteina reduida o bé la proteina nativa (amb els quatre ponts disulfur natius
intactes). Els estudis del plegament amb I’enzim reduit s’han centrat en la formacio
dels ponts disulfur, mentre que els estudis del plegament amb la proteina nativa s’han
basat principalment en la isomeritzacid dels enllagcos peptidics X-Pro, els quals
donen lloc a etapes de plegament lent. Aquest i altres aspectes del plegament de
I’RNasa A han estat revisats recentment per Cuchillo i col., (1997) i Neira i Rico
(1997).

La major part de les dades experimentals s’han obtingut a partir d’estudis del
plegament/desplegament de proteines in vitro. Tanmateix, in vivo encara no son
clares algunes qiiestions sobre la relacio temporal entre la biosintesi del polipeptid al
ribosoma 1 el seu plegament. Se sap que hi ha proteines que catalitzen el procés de
plegament en la cel'lula. Si bé és cert que algunes proteines son capaces
d’autoplegar-se, la visio actual és que la majoria necessiten 1’ajuda d’altres proteines
amb les quals interaccionen transitoriament durant 1’adquisicié de [’estructura
tridimensional definitiva Aquestes son les proteindisulfur isomerases, que participen
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en la formaci6é d’enllagos disulfur, les peptidil prolil isomerases, que catalitzen la
isomeritzacid cis-trans dels enllagos peptidics de Pro, i d’altres proteines,
anomenades en general molecular chaperons, que acceleren el procés de plegament i
potser ajuden a reparar proteines danyades o plegades incorrectament. La funcid
basica de les molecular chaperons seria, doncs evitar les interaccions indesitjables
d’un polipeptid sense plegar amb ell mateix 1 amb la resta de proteines cel-lulars.

1.1.3.1. La formacio dels ponts disulfur

La caracteritzaci6 dels intermediaris de plegament, malgrat llur naturalesa
transitoria, resulta un mitja adient per tal de conéixer els camins de plegament de les
proteines (Kim i Baldwin, 1990; Matthews, 1993; Ptitsyn, 1995; Houry i col., 1995;
Li i col 1995). Quan el plegament d’una proteina esta vinculat a la formacid dels
enllagos pont disulfur, aquest es pot estudiar per mitja de I’aillament i caracteritzacio
dels intermediaris que es formen en el cami o camins de regeneracié (Hantgan i col.,
1974; Creighton, 1979; Scheraga i col., 1984; Rothwarf i Scheraga 1993 a-d; Li i
col., 1995).

Durant el plegament oxidatiu de ’RNasa A completament desplegada i reduida es
generen un gran nombre d’intermediaris (763 intermediaris possibles), els quals
poden ésser dividits en 5 grans grups (R, 1S, 2S, 3S 1 4S) segons el nombre de ponts
disulfur que contenen. La regeneracio de I’'RNasa A té lloc a través de dos camins de
plegament paral-lels que condueixen a la formacid de dos intermediaris: des-[65-72] i
des-[40-95]. Ambdos intermediaris tenen tres ponts disulfur. Els manca el pont
disulfur 65-72 1 40-95, respectivament (Rothwarf i Scheraga, 1991a; Rotwarf i col.,
19951 1998a,b).

Estudis estructurals per ressonancia magnetica nuclear de les variants de I’RNasa
A [C65S, C72S] 1 [C40A, C95A], les quals es van dissenyar per simular els
intermediaris de plegament des-[65-72] i des-[40-95], respectivament, han demostrat
que la conformaci6 global d’aquestes proteines variants era semblant a la de la
proteina salvatge. No obstant aix0, aquestes variants eren menys estables que la
proteina salvatge i presentaven petites variacions de 1’estructura al voltant de la regid
on es van portar a terme les substitucions abans esmentades (Shimotakara 1 col.,
1997; Laity i col., 1997). També es van obtenir les variants de I’RNasa A [C26S,
C84S] 1 [C58A, C110A]. Considerant que aquestes variants eren més inestables
enfront de la temperatura que la proteina salvatge 1 enzimaticament inactives a
temperatura ambient, es provava la importancia dels ponts disulfur 26-84 1 58-110 en
I’estabilitat de I’estat natiu dels intermediaris des-[65-72] 1 des-[40-95].

Recentment, Klink i col. (2000) han suggerit que els dos enllagos pont disulfur
terminals en la seqiiéncia d’aminoacids (26-84 1 58-110), els quals enllacen una helix
o amb una full plegat B en el nucli hidrofobic, son més critics per a 1’estabilitat de la
proteina que els altres dos (40-95 1 65-72) que connecten dos girs d’inversid
superficials. L’eliminaci6 de qualsevol dels dos ponts disulfur terminals redueix uns
40°C la termostabilitat de la proteina. Tanmateix convé ressaltar que, si bé els ponts
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disulfur 40-95 1 65-72 s6n menys importants per preservar ’estabilitat de la proteina,
aquests presenten, segons els mateixos autors, una importancia cabdal per sostenir
I’activitat catalitica.

Xu i col. (1996) van identificar intermediaris de plegament que contenien un sol
pont disulfur. Es va observar que les poblacions de cadascuna de les quatre especies
amb un pont disulfur natiu, 26-84, 40-95, 58-110 o 65-72, eren més nombroses que
no pas les poblacions esperades si la formacid dels ponts disulfur hagués tingut lloc a
I’atzar. Per consegiient, es va suggerir que certes interaccions locals promourien la
formaci6 d’aquests ponts disulfur natius. D’acord amb aixo, es va observar que el
40% de les especies amb un unic pont disulfur contenien el pont disulfur natiu 65-72.

Malgrat el coneixement que es té¢ de les espécies amb un o tres ponts disulfur, se
sap molt poc sobre la distribucid6 d’aquests enllacos covalents dins del grup
d’especies amb 2 ponts disulfur. Es desconeix si la preferéncia per formar el pont
disulfur 65-72, fa que aquest persisteixi al llarg del procés de plegament. Tot i que
s’ha proposat que els intermediaris que contenen el pont disulfur 65-72 poden jugar
un paper important a I’hora d’obtenir I’intermediari des-[40-95] (Xu i col., 1996), els
camins de plegament poden comprendre altres intermediaris mancats del pont
disulfur 65-72 que condueixin a la formacidé de I’intermediari des-[65-72]. Ates que
el plegament oxidatiu de I’RNasa A probablement d’inicia a través de multiples
camins que comprenen un gran nombre d’intermediaris, no s’ha pogut aillar ni
caracteritzar cap membre de les 210 especies possibles amb 2 ponts disulfur.
Considerant que els ponts disulfur 26-84 1 58-110 sén importants per estabilitzar els
intermediaris des-[65-72] i des-[40-95], semblaria 10gic pensar que un intermediari
amb dos ponts disulfur hauria de contenir aquests ponts disulfur abans esmentats. Es
creu que durant el procés de desplegament per reduccié de la proteina salvatge (Li i
col., 1995), es formaria I’intermediari que conté els ponts disulfur natius 26-84 i 58-
110. S’ha vist que la reduccié de ’RNasa A salvatge amb DTT™ també té lloc al
llarg de dos camins paral-lels que inclouen la reduccio dels ponts disulfur 65-72 o 40-
95, la qual cosa condueix a la formacio dels intermediaris amb tres ponts disulfur
des-[40-95] 1 des-[65-72], respectivament (Li 1 col., 1995). La formaci6é d’aquests
intermediaris constitueix 1’etapa limitant del desplegament, i es va suggerir que en el
procés de reduccio de I’'RNasa A, en comptes d’un desplegament global de tota la
proteina, tenia lloc un desplegament local.

Aixi doncs, s’ha de destacar que en els camins de regeneracidé principals de
I’RNasa A, a pH 8.0 1 25°C, tots els intermediaris de 1’estat pre-transicio (R, 1S, 28,
3S 1 4S) estan estructuralment desordenats i aquests assoleixen un estat estable
després d’un cert temps de regeneracié (Rothwarf i Scheraga, 1993a-d). Les etapes
limitants son les reorganitzacions que tenen lloc en la transici6 de 3S als
intermediaris des-[65-72] 1 des-[40-95] (Rothwarf i col., 1998aib). Convé ressaltar
que 1S, 2S, 3S 1 4S son, cadascun, grups de diversos intermediaris amb el mateix
nombre de ponts disulfur, i que des-[65-72] i des-[40-95] son dos intermediaris post-
transicid que es generen després de I’etapa limitant 1 que es pleguen rapidament cap a
I’estat natiu (N) (Rothwarf i col., 1998aib).
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1.1.3.2.  La isomeritzacio dels enllagos peptidics X-Pro

Les prolines s’uneixen al residu que les precedeix (X-Pro) per mitja d’un enllag
imida. Aquest enlla¢ fa que el grup peptidic X-Pro tingui isomers frans 1 cis amb una
energia gairebé equivalent (Zimmerman i Scheraga, 1976). La relacié entre les
poblacions d’aquests isomers per la prolina, en péptids petits i proteines desplegades,
¢s aproximadament de 3:1 (trans:cis) (Grathwohl 1 Wiithrich, 1981). En canvi,
aquesta relacio per la resta d’aminoacids és superior a 100:1 (LaPlanche i Rogers,
1964; Zimmerman i Scheraga, 1976; Stewart i col., 1990). Quan una proteina
desplegada se sotmet a condicions de plegament, generalment les seves prolines
adopten un Unic estat isomeric final, per bé que algunes proteines mostren
heterogeneitat isomerica fins i tot en D’estat natiu (Raleigh i col.,, 1992). La
1someritzacid de les prolines anomenades essencials (Schmid 1 Baldwin, 1978) és un
procés lent que, tot i que té lloc després del procés de plegament conformacional,
alenteix 1’assoliment de I’estat natiu de la proteina (Kim i Baldwin, 1990).

Des de fa temps, I’'RNasa A amb els ponts disulfur natius intactes ha estat un
sistema model per tal d’estudiar la relaci6 entre la isomeritzacié dels enllagos X-Pro i
el plegament conformacional (Neira i Rico, 1997). En aquests estudis s’han observat
diverses fases de replegament. L heterogeneitat en 1’estat desplegat s origina a causa
de la isomeritzacié cis-trans dels enllagos peptidics X-Pro (Brands i col., 1975; Cook
i col., 1979; Schmid, 1982; Schmid i col., 1986). En I’estat natiu de I’RNasa A, dos
dels enllagos peptidics X-Pro (Tyr92-Pro93 1 Asnl13-Prol14) estan en la
conformacié cis, mentre que els altres dos enllagos (Lys41-Pro42 i Vall16-Prol17)
estan en la conformacié trans (Wlodawer i1 Sjolin, 1983; Wlodawer i col., 1988).
Durant el desplegament, tots quatre enllagos peptidics X-Pro isomeritzen i assoleixen
un equilibri entre aproximadament un 30% cis i un 70% trans. La isomeritzacio entre
les conformacions trans i cis és un procés lent 1 pot esdevenir una etapa limitant del
plegament (Brandts 1 col., 1975).

Utilitzant técniques double-jump 1 variants de I’RNasa A amb els residus de
prolina substituits per residus d’alanina, es va observar que tres prolines eren
essencials per I’heterogeneitat cinctica de 1’RNasa A: Pro93, Proll4 i Proll7
(Dodge i col., 1994; Dodge i Scheraga, 1996). La isomeritzacio cis-trans d’aquests
enllagos peptidics X-Pro sota condicions desnaturalitzants dona lloc a vuit espécies
desplegades, les quals han estat organitzades en un “box model” que associa aquests
vuit estats isomerics de les 3 prolines essencials sota condicions de desplegament
amb les cinc fases de replegament observades (Houry i col., 1994; Dodge i Scheraga,
1996; Houry 1 Scheraga, 1996a,b; Juminaga 1 col., 1997). En aquest model, ’'RNasa
A nativa es desplega de manera rapida per formar 1’espécie de replegament molt
rapid (Uyg), la qual reté els enllagos peptidics X-Pro en la conformacio nativa. Tot
seguit, des de I’espécie Uy, té lloc la isomeritzacio cis-trans dels enllagos peptidics
X-Pro. Consegilientment, es formen altres espécies desplegades: Uy, Uy, Us" i Ug, les
quals corresponen a les fases de replegament rapid, mitja, lent majoritari i lent
minoritari, respectivament.
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S’ha estudiat en detall el replegament d’algunes especies desplegades. El
replegament de l’espécie Uy és un procés molt rapid regit per un collapse
hidrofobic, cosa que porta a la formacid6 d’un intermediari molten-globule
parcialment plegat (I,) (Houry i col.,, 1995; Houry i Scheraga, 1996ab). El
replegament de I’espécie Us" inclou un intermediari amb enllagos d’hidrogen (I)), el
qual forma tot seguit un intermediari similar a 1’estat natiu (Iy). El replegament de
I’intermediari Iy, per tal d’obtenir I’estructura nativa (N), constitueix una etapa
limitant a causa de la isomeritzaci6 cis-frans de com a minim un enlla¢ peptidic X-
Pro (Cook 1 col., 1979; Schimid i1 Baldwin, 1979; Kim 1 Baldwin, 1980; Schmid i
Blaschek, 1984; Udgaonkar i Baldwin, 1988, 1990, 1995). Estudis més recents
(Juminaga 1 col., 1997, 1998) han permes identificar la isomeritzaci6 de I’enllag
peptidic X-Pro93 com la responsable de la distincid de les especies de replegament
lent (UsII i USI) de les altres especies de replegament més rapid (Uyg, Uri Up,). Aixd
implica que I’enllag peptidic X-Pro93 isomeritza en les reaccions de replegament lent
USI—>N 1 IN>N. De manera similar, la Prol14 sembla discriminar entre les especies
de replegament molt rapid (Uyg) i les espécies de replegament rapid (Uy). Finalment,
la Prol17 podria diferenciar les espécies majoritaries de replegament lent (Us") de
les espécies minoritaries de replegament lent (Ug'), aixi com també permetria
distingir les espécies de replegament mitja (Uy,) de les especies de replegament rapid
1 molt rapid (Ug Uyg).

1.1.3.3.  Lainiciacio del plegament proteic

Es creu que el plegament proteic s’inicia per mitja d’interaccions de curt abast que
resulten en la formacid, dins d'una cadena polipeptidica, d'una o més regions
iniciadores del plegament (chain-folding initiation sites, CFIS), abans anomenades
regions de nucleaci6 (Wetlaufer, 1973). S’ha suggerit que aquests CFIS redueixen
l'espai conformacional que el polipeptid ha de temptejar per tal de plegar-se, dirigint
el plegament cap al col-lapse hidrofobic. També I’RNasa A ha estat utilitzada com un
model per estudiar aquestes etapes inicials del plegament i1 de fet, diversos treballs
han apuntat I’existéncia de possibles CFIS per aquest enzim (Matheson i Scheraga,
1978; Némethy 1 Sheraga, 1979; Chavez i1 Scheraga, 1980; Montelione i col., 1984;
Oka i col., 1984; Montelione i Scheraga, 1989, Udgaonkar i Baldwin, 1990; Altmann
1 Scheraga, 1990; Beals i col., 1991; Buckler i col., 1995; Dodge i Scheraga, 1996;
Xu 1 col., 1996; Neira 1 col., 1999). Matheson 1 Scheraga (1978) van identificar
diverses regions iniciadores del plegament en un grup de proteines per mitja d’un
model que es fonamenta en les interaccions hidrofobiques que indueixen a la
formaci6 de conformacions tipus forca (hairpin). Algunes d'aquestes regions van ser
proposades pel plegament de ’'RNasa A, essent la regié compresa entre els residus
Ile106-Vall18 la més probable per iniciar el plegament. Némethy i Scheraga (1979),
utilitzant un model alternatiu respecte al treball abans esmentat, van identificar els
residus Asn71-Glulll (regi6 E) i els residus Asn103-Vall24 (regi6 F), juntament
amb 4 regions més (regions A-D), com els emplagaments més probables per a I’inici
del plegament de I’RNasa A.
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A fi d’estudiar aquests CFIS, s’han utilitzat fragments peptidics curts de la
proteina que contenen la seqliencia d’aminoacids de les regions d’interés. Per
I’RNasa A s’han estudiat principalment els segiients peptids lineals: (1) els peptids
N-terminals Lys1-Alal9 i Lys1-Met13 (CFIS A; residus 4-11), (2) el péptid Cys58-
Cys72 (CFIS D; residus 53-79), (3) el peptid Ac-Tyr92-Pro93-Asn94-NHMe (CFIS
E; residus 71-111), (4) el peptid Ac-Asnl13-Prol114-Tyr115-NHMe (CFIS F; residus
103-124), i (5) els peptids His105-Vall24 1 Glyl12-Val124 (CFIS F, residus 103-
124). Tots aquests peptids mostren, en soluci6 aquosa, preferéncies conformacionals
per la formacido d’estructura secundaria. Aquest fet suggereix que la formacid
d’estructura secundaria té lloc en les primeres etapes del plegament proteic. A més,
aquests estudis demostren que les interaccions hidrofobiques en els peptids tenen un
paper important, tant en 1’estabilitzacié dels elements d’estructura secundaria, com
en la formaci6é d’agrupacions hidrofobiques en aquests péptids i possiblement en
proteines desnaturalitzades.

Els fragments N-terminals Lysl-Alal9 (o Lys1-Ala20: S-peéptid) 1 Lys1-Metl3
(C-péptid) han estat ampliament estudiats per dicroisme circular i ressonancia
magneética nuclear (Silverman i col., 1972; Bierzynski i col., 1982; Kim 1 col., 1982;
Mitchinson i1 Baldwin, 1986; Rico i col., 1986, 1987). Aquests son els primers
peptids curts que es va demostrar que formaven poblacions significatives d’helix o
quan estaven aillats (Bierzynski i col., 1982; Rico i col., 1983). Es va observar que
I’helix o es troba en equilibri dinamic amb la conformacié desplegada. Aquest
equilibri és dependent de la temperatura i del pH. En conseqiiéncia, les interaccions
de curt abast que dirigeixen la formaci6 d’helix o soén presents en el peptid. A més,
es va demostrar que la formacid d’aquesta estructura €s un procés dirigit
entalpicament (Bierzynski i1 col.,, 1982). Avbelj i Moult (1995), mitjangant
simulacions teoriques, van identificar la regi6 Glu2-Met13 de I’'RNasa A com a una
unitat de plegament independent de la resta de la proteina. També s’han estudiat, per
ressonancia magnetica nuclear, els fragments peptidics que constitueixen I’helix o I
1 I’helix o III en la proteina nativa (Jiménez i col., 1987, 1988). Els resultats indiquen
que les tres helixs o de I’RNasa A, com a fragments aillats i en abséncia
d’interaccions terciaries, son parcialment estables.

Estudis del peptid Cys58-Cys72 (Milburn i Scheraga, 1988; Altmann i Scheraga,
1990) van demostrar que el gir d’inversié amb el pont disulfur natiu Cys65-Cys72,
esta termodinamicament afavorit respecte el gir d’inversi6é no natiu Cys58-Cys65, el
qual té una mida similar. Una analisi mitjancant ressonancia magnética nuclear del
peptid Lys61-GIn74 (Talluri 1 col., 1993) va demostrar que les interaccions de curt
abast ajuden a estabilitzar el pont disulfur Cys65-Cys72 per mitja de la formacid
d’un gir d’inversio B de tipus II. D’acord amb aquest resultat, Xu i col. (1996) van
observar, mitjancant 1’aillament i caracteritzaci6 d’intermediaris en les etapes inicials
del plegament oxidatiu de ’RNasa A, que I’intermediari amb el pont disulfur 65-72
constitueix el 40% de tots els possibles 28 intermediaris 1S. Iwaoka i col. (1998) van
observar que en abseéncia del pont disulfur natiu Cys65-Cys72 (RNasa A
[C65S,C728)), el plegament de la proteina és significativament més lent. Un estudi
per ressonancia magnetica nuclear d’aquesta variant de I’RNasa A (Shimotakahara i
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col., 1997) va suggerir que el gir d’inversié amb el pont disulfur natiu Cys65-Cys72 i
la regié C-terminal de la proteina estan relacionats de manera conformacional.

Els peptids Ac-Tyr92-Pro93-Asn94-NHMe i1 Ac-Asnl13-Prol14-Tyr115-NHMe,
els quals corresponen a fragments amb girs d’inversio-f tipus VI (amb cis X-Pro) del
CFIS E i F, respectivament, van ésser estudiats per ressonancia magnetica nuclear i
per metodes cristal-lografics de difraccio de raigs X (Stimson i col.,, 1982;
Montelione i col., 1984). Es va observar que aquests peptids curts tenen poca
preferéencia per la conformacido nativa cis de D’enllag peptidic X-Pro. En
conseqiiéncia, 1 segons els autors, tot 1 que aquests tripeptids estan plegats, les
interaccions locals no son suficients per assolir la conformaci6 nativa cis de ’enllag
peptidic X-Pro.

Mitjangant mesures de temps de vida de I’estat excitat per fluorescéncia (/ifetime)
1 estudis de ressonancia magnética nuclear, es va observar que el peptid His105-
Vall24 podia adoptar dues o més conformacions que s’originarien per mitja
d’interaccions diferents a la isomeritzacio cis/trans de 1’enllag peptidic X-Prol14
(Haas i col., 1987). Beals 1 col. (1991) van assajar si les interaccions hidrofobiques
entre els residus 106-118 de I’RNasa A eren prou fortes per induir la formacié d'una
estructura plegada en el fragment peptidic His105-Val124. Es va observar que les
interaccions de curt abast presents en la regio 105-124, afavorides pel gir d'inversio
de tipus VI, conduien a la formacioé d’estructures parcialment plegades. Per bé que
les estructures que es generaven no eren les natives, els autors van concloure que
aquesta preferéncia conformacional era capag¢ de restringir l'espai conformacional
que la resta de la proteina havia d’assajar per tal de plegar-se.

Jiménez 1 col. (1990) van examinar les propietats conformacionals del fragment
C-terminal Glyl112-Vall24 de la RNasa A per mitja de dicroisme circular i
ressonancia magnetica nuclear. No es va observar cap indici del gir d’inversio 3
Glyl112-Tyrl115 present en 1’estat natiu de ’RNasa A, la qual cosa suggeriria que es
necessiten interaccions de llarg abast a fi d’estabilitzar aquesta regi6 tipus forca, tal i
com va ser inferit posteriorment per Buckler i col. (1995) a partir d’un estudi dut a
terme amb la cadena polipeptidica sencera.

Buckler i col. (1995) van observar que el segment C-terminal de ’RNasa A manté
certa estructura fins i tot en 1’estat desplegat i que aquesta esta estabilitzada per mitja
d’interaccions locals i no locals. Altres estudis han suggerit que 1’estat desnaturalitzat
de ’RNasa A manté unes dimensions compactes i que aquest conté estructura
secundaria residual (Labhardt, 1982; Privalov i col., 1989, Sosnick i Trewhella,
1992; Seshadri i col., 1994; Tamura i Gekko, 1995; Neira 1 col., 1999). Aquesta
estructura residual de la proteina podria reflectir un arrest o bloqueig en el procés de
plegament de la proteina, i per tant, la caracteritzacid estructural d’aquests estats
desplegats pot donar lloc a nous coneixements sobre les interaccions que condueixen
la proteina desplegada vers ’estructura nativa.

Recentment, utilitzant NMR bidimensional, Neira i col. (1999) han seguit el
bescanvi per deuteri dels protons amida de I’esquelet de I’RNasa A, a diferents
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valors de pH i de temperatura, la qual cosa ha permés determinar el factor de
proteccio de cadascun d’aquests protons i assignar-los a bescanvis originats per
fenomens de desplegament de baixa amplitud o locals, o bé a bescanvis associats a
un desplegament global. La comparacié d’aquests resultats amb els resultats
obtinguts per Udgaonkar & Baldwin (1990), els quals per mitja d’NMR
bidimensional i experiments de guench-flow van identificar els protons protegits (o
de bescanvi lent) durant el procés de replegament, i que per tant coincideixen amb els
protons que es bescanviarien associats a un desplegament global, ha permes proposar
a Neira 1 col. (1999) la preseéncia d’un possible CFIS d’excepcional estabilitat en el
nucli hidrofobic de ’RNasa A. Aquest CFIS estaria format per la regi6 de full plegat
B: Lys62-Ala64, Cys72-Ser75, 1le106-Cys110 i Vall16-His119, juntament amb la
cara de I’helix o I1I que conté la Val54 i la Val57.

Tots els treballs que s’han exposat indicarien la rellevancia del nucli hidrofobic i
apunten un paper fonamental de la regio 106-118 com a CFIS en el plegament de
I’RNasa A.

1.2. El nucli hidrofobic

Malgrat que la contribucié de I’efecte hidrofobic s’accepta com a transcendental
en els processos de plegament de les proteines (Fersht, 1999) i, malgrat que I’RNasa
A ha estat utilitzada com a model per a molts estudis estructurals i funcionals, no han
coincidit ni s’han aprofitat ambdues conjectures per realitzar estudis de protedomica
encaminats a aclarir la importancia del nucli hidrofobic d’aquest enzim en
I’estabilitat conformacional i/o sobre els processos de plegament/desplegament que
afecten la seva conformaci6 nativa.

1.2.1. L’efecte hidrofobic

El plegament natiu d’una proteina globular ha de ser el termodinamicament més
estable. Malgrat la disminuci6 de la llibertat de moviment del polipeptid durant el
plegament, aquest procés €s espontani donat que d’una banda apareixen interaccions
energéticament favorables entre els grups de la molécula plegada, que inclouen les
unions electrostatiques, els ponts d’hidrogen interns i les forces de van der Waals.
D’altra banda hi ha ’anomenat efecte hidrofobic, és a dir, és molt favorable que les
cadenes laterals hidrofobiques estiguin amagades a l’interior de la proteina i no
orientades cap a ’exterior, en contacte amb 1’aigua, la qual cosa provocaria una
ordenaci6 rigida de les molecules d’aigua, situacid que seria energeticament
desfavorable.

Si bé les interaccions de van der Waals entre grups hidrofobics d’una proteina
tenen un paper important en 1’estabilitat de 1’estat natiu, I’estabilitzacio principal
resulta de I’efecte entropic, €s a dir, de 1’efecte hidrofobic.
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L’aigua en estat liquid esta formada per una xarxa dinamica d’enllagos pont
d’hidrogen anomenades ‘“‘agrupacions oscil-lants”. La preséncia d’una molécula o
grup hidrofobic causa una reorganitzacid local en aquesta malla d’enllagos pont
d’hidrogen. A fi de preservar el nombre d’enllagos pont d’hidrogen que s’estableixen
entre les molecules d’aigua, cadascun amb una energia aproximada d’uns 25 KJ/mol,
les molecules d’aigua que embolcallen el grup hidrofobic es reorganitzen formant
una estructura quasi cristal-lina (icebergs). Consegiientment, malgrat que el solut
apolar no provoca grans canvis en l’entalpia del solvent polar, aquest solut
disminueix I’entropia del sistema donat que augmenta I’ordre local. L’associacio
entre grups hidrofobics d’una proteina esta afavorida per 1’alliberacié d’una part de
les molécules d’aigua que es trobaven embolcallant cadascun dels grups hidrofobics
per separat. La base de I’efecte hidrofobic radica en 1’augment d’entropia que resulta
de I'increment de llibertat de les molécules d’aigua alliberades. Per tant, un grup
hidrofobic sera conduit cap a l’interior de la proteina, evitant la interaccié amb
I’aigua, per tal de recuperar 1’entropia del sistema.

Aixi, I’efecte hidrofobic és la forca que determina la tendéncia dels components
no polars, com ara els hidrocarburs, de transferir-se d’una solucié aquosa a una fase
organica (Kauzmann, 1959). L’efecte hidrofobic es pot quantificar (Kauzmann,
1954, 1959) mitjangant 1’estimacié de 1’energia estandard de transferéncia d’un solut
A, de l’aigua a un solvent i (AG y o snen;)- O sigui, per mitja del canvi de
I’energia lliure estandard quan el solut A, dissolt en aigua en condicions estandards,
¢s transferit des de 1’aigua a un solvent no aquéds i en condicions estandards.
L’energia lliure estandard de transferéncia dels soluts hidrofobics de ’aigua a un
solvent organic €s negativa. Arran d’aquest canvi negatiu en |’energia lliure
estandard, s’origina I’efecte hidrofobic.

S’ha observat experimentalment que 1’efecte hidrofobic és proporcional a la
reduccidé de I’area accessible al solvent en la transferéncia de petites molécules
hidrofobiques de solvents organics a aigua. L’energia de transferéncia és de 80-100
KJ/mol per A? d’area accessible al solvent de solut que esdevé enterrada, evitant la
seva interaccié amb 1’aigua (20-25 cal/mol/A%) (Hermann, 1972; Harris i col., 1973;
Reynolds i col., 1974; Clothia, 1974).

1.2.2. Estudis del nucli hidrofobic de les proteines per mutagénesi dirigida

La importancia de 1’efecte hidrofobic en 1’estabilitat de les proteines globulars va
ser descrita per primera vegada per Kauzmann (1959). Des d’aleshores, s’ha
considerat que 1’efecte hidrofobic és la forga principal que condueix el plegament
proteic (Dill, 1990).

L’enginyeria de proteines ha esdevingut el procediment estandard per determinar
la importancia del nucli hidrofobic en I’estabilitat de les proteines. En estudis
realitzats emprant aquesta tecnologia, es porten a terme reemplacaments
d’aminoacids del suposat nucli hidrofobic i a continuaci6 es comproven els canvis en
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I’estabilitat de la proteina (Fersht i Serrano, 1993). L’estabilitat conformacional
d’una proteina es defineix com el canvi d’energia lliure, AGy, per la reaccid proteina
plegada < proteina desplegada (Pace, 1990). Per comparar una proteina variant amb
la salvatge, es mesura la diferéncia d’estabilitat conformacional, AAGy =
AGy(salvatge) - AGy(variant) (Pace, 1995). Les substitucions d’aminoacids assajades
comporten petites delecions de les cadenes laterals a fi d’eludir qualsevol tipus
d’incompatibilitat esteérica. Algunes de les proteines estudiades emprant aquest
sistema son: sintetasa de triptofan, lisozim T4, barnasa, nucleasa estafilococal,
proteina del gen 5 del bacteriofag f1 i I’inhibidor de quimotripsina 2 (Yutani i col.,
1987; Kellis i col., 1988, 1989; Matsumura i col., 1988; Lim i Sauer, 1989; Shortle i
col., 1990; Sandberg i Terwilliger, 1991a,b; Eriksson i col., 1992; Serrano i col.,
1992; Buckle i col., 1993; Jackson i col., 1993; Takano i col., 1995; 1997, Buckle i
col., 1996; Xu i col., 1998). La disminucié d’estabilitat observada per grup metile
eliminat és aproximadament de 6 = 2 KJ/mol (1.5 + 0.5 Kcal/mol) (Fersht, 1999).

Serrano i col. (1992) van observar una correlacio entre les AAGy estimades 1 les
diferéncies d’area accessible al solvent entre la cadena lateral substituida de les
proteines variants i la cadena lateral de la proteina salvatge. Pace (1992) va idear un
metode a fi d’expressar 1 comparar els valors de AAGy estimats per a les diferents
variants en funcié d’una mateixa accessibilitat al solvent de la cadena lateral
substituida, per exemple 0% d’accessibilitat. Tot i aix0, s’ha observat que les
conseqiiéncies termodinamiques i estructurals de les substitucions de residus que
presenten la mateixa accessibilitat al solvent vénen condicionades per la seva
localitzacié dins del mateix nucli hidrofobic. Una mostra d’aixo €s que després d’una
substitucio, o bé no es produeix practicament cap moviment estructural, la qual cosa
esta lligada a una maxima desestabilitzacio de la proteina, o bé té lloc un col-lapse, el
qual pot esdevenir gairebé complet, dels atoms que envolten la cavitat originada amb
la conseglient compensacio de la pérdua d’estabilitat (Eriksson i col., 1992; Buckle i
col., 1993; Jackson i col., 1993; Buckle i col., 1996).

Per la barnasa (Serrano i col., 1992) i per I’inhibidor de la quimotripsina 2
(Jackson 1 col, 1993), es va observar una correlacio entre la perdua d’estabilitat 1 el
nombre de grups -CH,- i -CH3- presents dins d’una esfera de 6 A de radi des del grup
metil/metilé que se suprimia en la cadena lateral hidrofobica. Els autors van
concloure que com més gran ¢és la densitat d’empaquetament, més fortes son les
interaccions van der Waals que s’estableixen i, en conseqiiéncia, és menys probable
que els atoms es desplacin vers la cavitat formada per la delecid dels grups
metil/metilé. Per tant, la densitat d’empaquetament dels residus que envolten
I’emplacament on ha tingut lloc la substitucid és un dels principals factors que
determinen 1’efecte d’un reemplacament hidrofobic.

En altres tipus de treballs, més encaminats a I’estudi de I’empaquetament 1 de la
tensié del nucli hidrofobic, s’ha demostrat que el nucli hidrofobic és molt resistent a
la substitucio de les cadenes laterals hidrofobiques per altres d’'una mida més gran i
amb diferent geometria. Per bé que s’han dut a terme canvis molt extrems, la
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proteina ha retingut sempre la seva activitat biologica (Lim i col., 1992; Gassner i
col., 1996; Axe i col., 1996).

Malgrat que el valor de D’efecte hidrofobic quan s’estima per mitja dels
experiments de mutagenesi dirigida en proteines és superior al valor obtingut quan es
calcula mitjancant reaccions model de transferéncia d’un solut hidrofobic d’aigua a
un solvent organic. (Fersht, 1993), s’ha observat que els valors de AGy a octanol
(Sharp i col., 1991) poden utilitzar-se per estimar ’estabilitat que es guanya quan una
cadena lateral hidrofobica es trasllada vers I’interior de la proteina durant el procés
de plegament (Pace, 1992). Aix0 no obstant, convé ressaltar, tal i com s’ha esmentat
en els punts anteriors, que les AAGy estimades no es poden analitzar inicament en
termes de 1’efecte hidrofobic.

1.3. La pressio

La vida, a la superficie de la Terra, esta adaptada a gairebé tots els medis
possibles, ja sigui a l’aire, al terra o a 1’aigua, fins i tot en les condicions més
extremes. Les pressions elevades no reflecteixen una condicié anormal a la biosfera
donat que els oceans cobreixen més del 65% de la superficie del planeta. En aquest
sentit, s’ha de destacar que la capa d’aigua oceanica té una espessor mitjana d’uns
4000 m (essent la fossa abissal més profunda d’uns 11000 m) i presenta una pressid
mitjana en el fons de 38 MPa (1 atm = 1 Kg cm™ =1 bar = 0.1 MPa). En aquest medi
s’hi troba vida fins i tot a les profunditats més grans, i per tant, aquesta s’ha hagut
d’adaptar a condicions extremes de pressio hidrostatica. Els bacteris adaptats a viure
en aquestes condicions extremes, en les fosses abissals o en rifts oceanics, toleren
temperatures de fins a 105°C 1 pressions superiors a 40 MPa (Prieur i col., 1992).
Aquests limits en la viabilitat dels éssers vius vénen dictats entre altres factors per
’estabilitat que presenten les proteines enfront d’ambdos parametres fisics.

1.3.1. Breu historia

Ja a I’any 1887, Regnard va dur a terme un treball pioner basat en I’efecte de
I’alta pressié en I’activitat motora dels animals. Més tard, Hite i col. (1899) van
descriure I’efecte de la pressid en els bacteris de la llet, carn, sucs de fruita i altres
aliments. Al mateix temps es va proposar emprar la pressié com a una alternativa a la
temperatura per tal d’alliberar de microorganismes els aliments. El 1914, Bridgman
va postular que una pressié de 700 MPa era suficient per desnaturalitzar les proteines
de la clara d'ou d’una manera similar, tot i que no idéntica, a la temperatura. Més
endavant, Basset i col. (1932) van estudiar els efectes de 1’alta pressid en els bacteris,
sistemes antigen-anticos, virus, proteines, etc. Des d’aleshores, s’han dut a terme
diversos treballs per tal d’estudiar els efectes de la pressio sobre els microorganismes
i1 en el tractament dels aliments (Cheftel, 1992). No obstant aixo, des del treball
capdavanter de Bridgman (1914), els investigadors han deixat de banda 1’aplicacid
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de la pressi6 com a eina basica de recerca. La rad per la qual l'activitat en aquest
camp no va continuar, va ser la manca de coneixement dels efectes de la pressio en
les reaccions bioquimiques i en les estructures dels biopolimers, aixi com la falta
d'idees sobre el que aquesta podia aportar en 1’estudi de les proteines.

Recentment, s'ha observat un augment notable en l'interés dels investigadors per
aplicar la pressido com una variable que actui en els sistemes biologics, gracies a la
importancia potencial d’aquest parametre en les arees biotecnologiques (Balny i col.,
1992; Mozhaev i col.,, 1994). Per altra banda, juntament amb les condicions de
temperatura i de solvent, la pressié pot ésser utilitzada per tal de determinar les
propietats termodinamiques i cinctiques del sistema en estudi (Gross i Jaenicke,
1994). Aixi, en la desnaturalitzacido proteica, les altes pressions hidrostatiques
proporcionen una informacié singular del procés de desplegament de la proteina
(Silva i Weber, 1993; Jonas i Jonas, 1994; Mozhaev i col., 1996), tal i com es descriu
més endavant.

A causa del progrés tecnic dels darrers anys, molts problemes instrumentals que
obstaculitzaven la recerca emprant altes pressions han estat solucionats i actualment
quasi totes les metodologies que s'utilitzen de forma rutinaria a pressié atmosférica
es poden adaptar a estudis d'alta pressio.

1.3.2. Efectes en ’estructura proteica

El comportament dels biosistemes sota condicions d’alta pressid ve governat pel
principi de Le Chatelier, el qual prediu que I’aplicacié de pressido desplaca un
equilibri cap a I’estat que ocupa el menor volum i accelera els processos pels quals
’estat de transicid presenta un volum més petit que 1’estat inicial.

A fi de comprendre els efectes de la pressio en els processos bioquimics, com és
ara la desnaturalitzaci6 de les proteines, é¢s molt util examinar curosament els canvis
de volum que es deriven dels processos moleculars que es promouen (Morild, 1981;
Heremans, 1982; Mozhaev i col., 1994). En primer lloc, convé ressaltar que la
solvatacid dels grups carregats d’una proteina va acompanyada per una reduccio del
volum. En contra, la formacié de les interaccions electrostatiques com a
conseqiiéncia de 1’associacié de dos grups i0nics amb carrega oposada comporta un
canvi positiu de volum (AV) 1 per tant, no esta afavorida per la pressio. En segon lloc,
s’accepta de forma general que la formacié de contactes hidrofobics implica valors
positius de AV. Aixi doncs, un increment de pressio €s advers a la formacié d’aquest
tipus de contactes. D’altra banda, 1’apilament dels anells aromatics suposa petits
valors de AV negatius, per aix0 un increment de pressio els afavoreix. En darrer lloc,
els ponts d’hidrogen es troben estabilitzats per 1’alta pressid. Aquesta estabilitzacio
s’origina per la disminucid de la distancia entre els atoms que participen en 1’enllag.

L’estructura primaria de les proteines ¢€s insensible a la pressid, o al menys no
s’altera per pressions de 1000-2000 MPa, a causa de la baixa compressibilitat dels
enllacos covalents (Gross 1 Jaenicke, 1994). Aixi doncs, la pressid6 opera
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principalment sobre les estructures espacials de les proteines (estructura secundaria,
terciaria i quaternaria).

Si bé una pressio de 100-200 MPa ¢és suficient perque tingui lloc la dissociacié de
proteines oligomeriques i de complexos multiproteics (Silva i Weber, 1993), per tal
de desnaturalitzar les proteines monomeriques €s necessari aplicar una pressio de 400
a 800 MPa, 1 en algun cas concret es requereix una pressio per sobre de 1000 MPa
(Heremans, 1982).

Quan s’aplica alta pressio (o temperatura) a una proteina es generen dos efectes
diferents: I’efecte elastic 1 I’efecte conformacional (Heremans i Smeller, 1998).
L’efecte elastic fa referéncia als canvis que es promouen en la llargada dels enllagos,
en la hidratacio i en la compressio de les cavitats. No obstant aixd, es preserva
I’estructura secundaria de la proteina. Si la pressid és suficientment alta, tenen lloc
canvis cooperatius en ’estructura secundaria amb la consegiient reorganitzacié local
o global dels atoms, la qual cosa és coneguda com efecte conformacional.

1.3.2.1.  La desnaturalitzacio proteica

La desnaturalitzaci6 de les proteines s’estudia normalment a pressi6 atmosferica i
s’indueix per mitja de I’s d’altes temperatures, clorur de guanidini o urea com a
agents desnaturalitzants. Aquests metodes presenten certes limitacions, a causa
principalment dels dos punts que s’exposen a continuacié: (1) la variacid de
temperatura canvia tant el volum com 1’energia interna del sistema, de manera que es
fa dificil separar els seus efectes; 1 (2) els parametres termodinamics de la
desnaturalitzacio per clorur de guanidini o per urea es troben influenciats per 1’unio6
d’aquestes molecules a les proteines (Makhatadze i Privalov, 1992). Ara bé, si la
desnaturalitzacio ¢s induida per pressio, a una temperatura constant i en abséncia
d’agents desnaturalitzants quimics, hom pot aillar i descriure els efectes en funcid
dels canvis en el volum de la proteina (Silva i Weber, 1993). La utilitzacié de la
pressid €és també avantatjosa des d’un punt de vista metodologic, ja que la
renaturalitzacio té lloc simplement minvant la pressio i, en general, els efectes son
reversibles. Només en algunes ocasions la desnaturalitzacid6 compren efectes
irreversibles com 1’agregacié o canvis en 1’estructura covalent de la proteina (Gross i
Jaenicke, 1994).

La pressi6 és una eina molt util per tal d’estudiar els canvis de volum en la
desnaturalitzacio de les proteines (AV). Per a un procés en equilibri A<>B, el canvi
d’energia lliure del sistema (AG), el canvi d’energia interna (AE), el canvi de volum
(AV) 1 el canvi d’entropia (AS) s’expressen en funci6é de la temperatura (7) i de la
pressio (p) per mitja de la segiient equacio:

AG = AE + pAV —TAS a.n

Tal com s’ha esmentat, la pressi6 només afecta el volum del sistema en estudi. El
canvi de volum ¢és la diferéncia entre els volums dels estats final (V) 1 inicial (V) 1,
a una temperatura constant, es pot calcular de la segiient forma:
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AV=VB—VA=(88AGJ =—RT(8;1KJ 1.2)
P Jr P r

on R ¢és la constant dels gasos 1 K ¢és la constant d’equilibri.

El volum d’una proteina en solucié compren la suma de tres termes (Kauzman,
1959): el volum dels propis atoms, el volum de les cavitats internes, que s’originen a
causa de I’empaquetament imperfecte dels residus de la proteina, i el volum que
aporta la solvatacio dels enllagos peptidics 1 de les cadenes laterals dels aminoacids
(Mozhaev i col., 1996). Si bé la preséncia de cavitats contribueix de manera positiva
al volum total de la proteina, la solvatacio tendeix a disminuir-ne el volum, de
manera que ambdos efectes es cancel-len mutuament (Gross 1 Jaenicke, 1994).

Tal com s’ha comentat, la pressié indueix la desnaturalitzacio de les proteines, la
qual cosa implica que el volum que ocupa I’estat natiu és més gran que el volum de
I’estat desplegat. D’acord amb aix0, el desplegament d’una proteina es caracteritza
per un volum de desnaturalitzaci6 (AV) negatiu, de 1’ordre de menys d’un 2% del
volum total de la proteina (Silva i Weber, 1993).

De forma general s’ha acceptat que aquesta disminucio en el volum de la proteina
durant la desnaturalitzacio té el seu origen en un canvi en les interaccions que
s’estableixen entre la proteina i el solvent. Es creu que en aquesta disminucié hi
intervenen 1’electrostriccid de residus carregats enterrats quan esdevenen exposats al
solvent durant el desplegament de la proteina, la hidratacié de I’esquelet polipeptidic
1 de les cadenes laterals dels aminoacids 1 finalment, 1’eliminacié dels defectes de
I’empaquetament i la supressié de les cavitats en el desplegament de la proteina.
Recentment, Frye i Royer (1998) han suggerit que el canvi de volum vindria atribuit
quasi exclusivament a la desaparici6 de les cavitats durant el desplegament.

S’ha observat que la conformacié d’una proteina desnaturalitzada per pressié €s
més compacte que una proteina desnaturalitzada per temperatura o per agents
quimics (Silva i Weber, 1993; Gross i Jaenicke, 1994), fins el punt que I’estat
desnaturalitzat que s’obté per pressidé aparenta la conformaciod dels intermediaris
molten globule de les proteines (Ptitsyn, 1992; Gross i Jaenicke, 1994). Aquest fet ha
encoratjat als investigadors a utilitzar la pressid6 en els estudis de
plegament/desplegament de les proteines. En aquest sentit, convé esmentar que a
I’estat desnaturalitzat d’una proteina sota condicions fisiologiques sovint se
I’anomena intermediari de plegament i se’l relaciona amb I’anomenat estat molten
globule. Aquests son estats compactes, parcialment plegats, els quals poden ésser
aillats sota condicions desnaturalitzants suaus o moderades, com ara la utilitzacié de
la pressi6 (Masson i Cléry, 1996) o quan se suprimeix un cofactor o un i6 metal-lic
essencial per I’estabilitat (Ptitsyn, 1995). En alguns casos, sobretot mitjangant
electroforesi sota pressio, s’han observat processos de desnaturalitzacié complexos
que involucren intermediaris estables (Masson i col., 1990; Erijman i col., 1993).
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Aquests estats molten globule de les proteines es caracteritzen per presentar
poques interaccions terciaries, certa estructura secundaria i un nucli hidrofobic
variable, aixi com per estar separat de I’estat natiu per una energia d’activacid
elevada. Dalby i col. (1998) van suggerir que per la barnasa aquest estat és 12
KJ/mol més estable que la proteina desnaturalitzada.

1.3.2.2.  Utilitat de la modificacio de la seqiiéncia polipeptidica per estudis de
desnaturalitzacio induida per pressio

L’aplicaci6 de la pressid6 en I’estudi de [D’estabilitat de proteines variants,
obtingudes ja sigui per modificacié quimica o bé pel reemplagament de residus
aminoacidics per mitja de mutagénesi dirigida, sovint proporciona informacié molt
singular. Les diferéncies en D’estabilitat i en els valors de AV entre la proteina
salvatge 1 les modificades (particularment si es tenen dades dels canvis estructurals
que han tingut lloc en resposta a la modificacio) evidencien el paper dels residus
substituits en ’estabilitat proteica (Mombelli i col., 1998), en el plegament (Royer i
col., 1993) o en I’acoblament de diferents proteines (Rodgers i Sligar, 1991). A més,
les proteines amb una estructura primaria modificada poden fins i tot ésser més
estables a la desnaturalitzaci6 per pressio (Silva i col., 1992; Hirsch i col., 1994),
essent aix0 molt interessant per 1’aplicacié practica de les proteines en bioprocessos
que es portin a terme a pressions elevades.

1.3.3. Técniques espectroscopiques emprades pel seguiment de Ila
desnaturalitzacio proteica per pressio

La difraccio de raigs X ¢és la técnica per excel-léncia per tal de determinar els
detalls de I’estructura tridimensional de les proteines globulars. No obstant aixo,
aquesta técnica presenta la limitacidé fonamental que només pot emprar-se quan les
molécules es troben cristal-litzades. A més, aquesta no pot utilitzar-se en facilitat per
tal d’estudiar els canvis de conformacié que es produeixen en resposta a canvis de
I’entorn de les proteines. Existeixen altres teécniques que ens permeten estudiar les
proteines en dissoluci6. Recentment, moltes d’aquestes técniques han estat adaptades
per estudiar la desnaturalitzaci6 de les proteines induida per un augment de pressio,
essent les més utilitzades: espectroscopia d’ultraviolat (Lange 1 col., 1996a,b), de
fluorescencia (Silva i Weber, 1993), d’infraroig (Goossens i col., 1996), i la
ressonancia magnética nuclear (Jonas i Jonas, 1994).

1.3.4. La pressio en biotecnologia

La pressio s’empra en arees biotecnologiques diverses, a fi de modificar
I’estructura macromolecular de biomolécules, alterar ’activitat catalitica d’enzims,
modular el metabolisme 1 ’expressido de certs gens en microorganismes, lisar les
cellules d’un teixit o ce¢l-lules microbianes per tal de separar determinades
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biomolécules, tractar els aliments, etc. A continuacid es presenten alguns exemples
d’aplicacions de la pressio en biotecnologia.

FIGURA 1.4

Denatured, AGy<0
c
3
L7 -7 \ a b
,I, AGy=0
!
i
! = 2]
©
L0
£
° Native, AG4>0
?
[72]
<4
o, 1
! / i

-20 0 20 40 60

Temperature (°C)

Diagrama de la transicio de desnaturalitzaci6 per pressio-temperatura del quimotripsinogen A. La linia continua
connecta els punts experimentals (no es mostren) on les concentracions, en equilibri, de I’estat natiu i de ’estat
desnaturalitzat de la proteina son iguals (AGy=0). Per sota d’aquesta linia es troba la regi6é on la conformacio
nativa de la proteina és més estable que la desnaturalitzada (AGy>0) i per sobre de la linia es troba la regid
d’inestabilitat termodinamica de la proteina nativa, on la conformacié desnaturalitzada és més estable (AGy<0). A
20°C, un increment de pressié >3 Kbar (linia a) promou la desnaturalitzacio. S’observa un comportament més
complex a 43°C (linia b): si bé a pressio atmosférica la major part de la proteina es troba desnaturalitzada, un
increment de pressio per sobre de 0.5 Kbar indueix la transicio cap a la conformacio nativa. Aixo explicaria,
perqué les proteines es troben estabilitzades enfront de la desnaturalitzacié térmica a pressions elevades, i perqué
enzims inactivats per temperatura poden a vegades ésser reactivats mitjancant 1’aplicacio de pressio. Finalment, a
pressions >2 Kbar, la proteina es desnaturalitza de nou. Es poden obtenir unes transicions de reactivacio-

inactivacio similars per mitja d’incrementar la temperatura a una pressio fixa (linia c). Reproduit de Mozhaev i
col. (1994).

1.3.4.1. Modulacio de I’estabilitat proteica (lligam pressio-temperatura)

Tant un augment de pressid6 com un augment de temperatura promouen la
desnaturalitzaci6 proteica; conseqiientment, les proteines conserven llur conformacio
nativa dins d’una combinacidé molt limitada d’ambdoés parametres. Aixi, els
diagrames de pressio-temperatura per les transicions de desnaturalitzacidé proteica
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(FIGURA 1.4) poden ésser utilitzats per tal de modular I’estructura i I’estabilitat de les
proteines de manera idonia (Kunugi, 1993).

Convé ressaltar que a pressi0 atmosfeérica 1 a temperatures elevades (les
condicions que s’empren habitualment en el tractament d’aliments), les proteines es
desnaturalitzen sovint de manera irreversible. Tanmateix en certs casos €s necessaria
la reversibilitat del procés. L’aplicacid d’aquests diagrames en bioquimica dels
aliments pot facilitar, doncs, D’establiment de les condicions Optimes per
desnaturalitzar les proteines de manera reversible.

S’ha observat que 1’estabilitat dels bacteriofags i bacteris, dels complexos
multiproteics, aixi com les transicions solucio-gel dels polisacarids mostren
diagrames similars als obtinguts per les proteines (Gross i Ludwig, 1992; Heremans,
1992).

1.3.4.2.  Transicions solucio-gel en macromolécules

Freqiientment, a pressions elevades té lloc una disminuci6 de la temperatura de la
transicid solucid-gel de biopolimers en solucio. Arran d’aquest fet, els tecnolegs
poden elaborar gels alimentaris a temperatura ambient, els quals presenten millors
qualitats (fermesa, suavitat...) que els gels preparats a elevades temperatures.

1.3.4.3.  Proteolisi

El grau de desplegament de les proteines induit per pressi6 depén de llur
seqiiencia 1 estructura. Vist que la digestid per proteolisi esta afavorida en aquelles
proteines més desplegades, la pressié permet dur a terme una induccié selectiva de la
protedlisi en una barreja de diferents proteines, la qual cosa presenta aplicacions
practiques en el tractament d’aliments (Hayashi, 1992). N’¢és un exemple clar, la
degradaci6 selectiva de les lactoglobulines en el seérum per tal de reduir el caracter
al-lergogen de la llet (Kunugi, 1993).

1.3.4.4. Modificacio de ’activitat catalitica d’enzims

Ates que la pressid accelera les reaccions enzimatiques que impliquen una
disminuci6 del volum en la formacid de I’estat de transicid, i viceversa, la pressio pot
ésser un parametre molt util per tal de modular la selectivitat de molts enzims pels
seus substrats. Per exemple, Mozhaev 1 col. (1994) van observar que la hidrolisi
d’una anilida per I’ci-quimotripsina presenta un valor negatiu de AV”, per
consegiient, un increment de pressio fins a 200 MPa augmenta aproximadament unes
7 vegades la velocitat de la reaccid. En canvi, la hidrolisi d’un éster pel mateix enzim
presenta un valor positiu de AV”, de manera que un increment de pressi6 fins a 200
MPa suposa un alentiment de fins a 10 vegades la velocitat de la reacci6. N’és un
altre exemple clar la carboxipeptidasa de llevat. A més de la seva activitat
carboxipeptidasa principal, aquest enzim catalitza reaccions de transferéncia de grups
acil 1, per tant, pot ésser utilitzat per a la sintesi peptidica. Per bé que la sintesi
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peptidica a pressid atmosférica presenta un baix rendiment, aquest pot ésser millorat
fins unes 6 vegades a una pressi6 de 200 MPa, com a resultat d’'una disminuci6 de
I’activitat peptidasa, la qual és responsable de la hidrolisi del substrat (Kunigi, 1993).

1.3.4.5. Processos d’extraccio de proteines de membrana

Els canvis induits per la pressio en les membranes biologiques condueixen a un
afebliment de les interaccions no covalents que s’estableixen entre les molecules
proteiques i lipidiques. En conseqiiéncia, les proteines de membrana integrals i
perifeériques poden ésser alliberades mitjangant un augment de pressio, sense perdre
llur conformacid nativa. Per exemple, Orr 1 col. (1990) van aillar la proteina quinasa
C i altres proteines que interaccionen amb lipids per mitja d’un procés d’extraccid de
proteines de membrana induit per pressio, la qual cosa és molt dificil d’assolir
mitjangant procediments que utilitzin detergents.

1.3.4.6. Immunoadsorcio

De manera general, les proteines monomeriques es desnaturalitzen a pressions per
sobre de 400 MPa, mentre que els complexos proteina-proteina es poden dissociar a
partir de 100 MPa. Conseqilientment, a pressions de 100-400 MPa, la dissociacio6 dels
complexos no covalents antigen-anticos té lloc sense que es produeixi la
desnaturalitzacio (Howlett i col., 1992). Aixi, la immunoadsorcié a pressions
elevades ofereix un potencial notable per la seva aplicaci6 en processos de
bioseparaci6. Una mostra d’aixo, és per exemple la dissociacid del complex
albimina i immunoglobulina quan s’apliquen pressions de menys de 200 MPa. En
aquest cas es recupera la proteina pura i activa i es conserven les propietats d’unid
dels anticossos immobilitzats (Howlett, 1992).

1.3.4.7. Microbiologia

El potencial biotecnologic dels bacteris barofilics resulta principalment del fet que
aquests bacteris, adaptats a viure a un ambient molt extrem, poden créixer a 105°C i a
20-40 MPa (Prieur, 1992). Aquesta singularitat pot ésser de gran utilitat en processos
biotecnologics on es combini pressions i temperatures elevades. Per exemple, atés
que els enzims propis d’aquests tipus de bacteris presenten la capacitat de treballar en
condicions extremes, aquests serien molt apropiats per la recerca de nous metodes de
sintesi quimica que fossin benignes pel medi ambient (Yayanes, 1999).

1.3.4.8. Tractament d’aliments

L’as de la pressid en comptes de la temperatura en el tractament d’aliments
permet preservar millor el gust, olor i color dels aliments (Hayashi, 1992). Donat que
el tractament per pressid consumeix menys energia que el tractament per
temperatura, els aliments tractats per pressio (per bé que actualment son més cars)
seran probablement més competitius comercialment. Un dels papers més importants
de la pressio en la industria alimentaria és en el procés d’esterilitzacid. Cal destacar
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que I’eficacia d’aquest procés augmenta si es combina la pressi6 amb la temperatura
0 amb la utilitzacié d’ones ultrasoniques, camps electromagnétics o additius quimics.
A més, I’aplicaci6 de la pressid possibilita operar a temperatures per sota de 0°C
sense congelacio, la qual cosa permetria un procés tant de congelacid com de
descongelacio dels aliments molt rapid, fonamental per la preservacié de la seva
qualitat.

Els diferents exemples exposats justifiquen I’ampli ventall de recerca basica que
s’esta portant a terme actualment per tal d’estudiar I’efecte de les pressions en les
diferents molécules biologiques.
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1.4. Objectius

El coneixement de com una proteina pot assolir la seva conformacioé nativa a
partir de la seqiiéncia d’aminoacids €s una qiiestidé que segueix oberta i un repte per a
la Bioquimica del proper segle. Tal i com es descriu en aquesta introduccid, molts
estudis encaminats a respondre aquesta pregunta s’han basat en el seguiment del
procés de desnaturalitzacio-renaturalitzacid proteica, tant des d’un punt de vista
termodinamic com des d’un punt de vista cinétic, emprant proteines globulars petites
d’estructura terciaria ben coneguda com a models. Per bé que les técniques
utilitzades pel seguiment del procés de desnaturalitzacio-renaturalitzacid han estat
molt diverses, els agents desnaturalitzants usats per provocar la transicio de ’estat
natiu al desnaturalitzat han estat principalment la temperatura i reactius quimics.
Darrerament s’esta emprant la pressid com a agent pertorbador d’un sistema en
equilibri, per una banda per tal d’estudiar el seu efecte sobre 1’estructura proteica, i
per laltra, pel potencial extraordinari que aquesta presenta en la industria
alimentaria.

Una de les proteines model per a I’estudi del plegament/desplegament proteic ha
estat la ribonucleasa de pancrees bovi o RNasa A. Els treballs inicials de replegament
o renaturalitzacié d’aquest enzim realitzats per Anfinsen a finals dels anys 50, van
¢ésser els que van establir que la informacid per assolir 1’estructura nativa esta
continguda en la seqiiencia aminoacidica. A fi d’estudiar el paper d’un grup
funcional qualsevol d’aquesta seqiliencia d’aminoacids, se sol modificar o substituir
el grup funcional seleccionat i s’analitzen les conseqiiéncies d’aquest canvi. Encara
que aquestes alteracions de seqiiencia es poden introduir per modificacié quimica de
determinats residus o per mitja de procediments sintétics o semisintetics, és
indubtable que la mutagénesi dirigida i I’expressid heterologa de les proteines han
contribuit a precisar la introduccié dels canvis desitjats en una seqiiéncia proteica i a
abaratir el seu cost.

En el cas de ’'RNasa A, la major part dels estudis de plegament/desplegament i
estabilitat, que treuen profit d’aquestes tecnologies, s’han centrat en la importancia
dels residus de cisteina 1 de prolina. Tanmateix, no només aquests residus séon
importants durant el plegament proteic. Com s’ha esmentat en aquesta introduccio,
ha estat proposat que un dels principals llocs d’iniciacié del plegament proteic
(CFIS) d’aquest enzim es localitza en la regid que s’estén des del residu 106 al 118,
la qual cosa suggereix que altres processos o interaccions a banda de I’oxidacio de
cisteines o la isomeritzacid dels enllacos X-Pro poden ésser essencials perque
aquesta proteina assoleixi la seva estructura nativa o conservi la seva estabilitat.

El grup de recerca en el qual s’integra aquest treball té com a interés general
aprofundir en el coneixement de la relacid existent entre estructura i funcié de les
proteines, les interaccions proteina-proteina, aixi com en el desenvolupament
d’aplicacions que en poguessin derivar, utilitzant com a model les ribonucleases de
pancrees.
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Per aix0, I’objectiu general d’aquest treball, en el qual I’RNasa A ha estat
emprada com a model, fou estudiar la contribucié de residus que formen part d’un
nucli hidrofobic sobre 1’estabilitat global de 1’enzim i1 aprofundir en el coneixement
dels efectes de la pressid sobre |’estructura proteica, comparant el procés de
desnaturalitzacid induit per la pressi6 amb el procés de desnaturalitzacié induit per la
temperatura i agents quimics.

Per aconseguir l’objectiu general esmentat, els objectius concrets que es
proposaren en la realitzaci6 d’aquest treball van ser:

e Estudiar la importancia de la hidrofobicitat, la mida i1 la forma de les
cadenes laterals de les posicions 106-109, 116 i 118 en I’estabilitat de la
proteina i en I’assoliment de I’estructura nativa.

e Comprovar el potencial de la introduccio d’un residu de triptofan en la
posicié 115 de la seqiiencia d’aminoacids de I’RNasa A com a sonda
local dels canvis conformacionals que es promouen en la regié en estudi
durant els processos de desnaturalitzacio.

Els procediments emprats han estat:

- Comparacid de la conformaci6 nativa de les variants de I’RNasa A respecte a la
proteina salvatge mitjancant dicroisme circular.

- Comparacié dels processos de desnaturalitzacié de les variants de I’RNasa A
respecte a la proteina salvatge mitjancant espectroscopia d’absorcié a ’UV de quarta
derivada 1 espectroscopia d’absorci6 a I’infraroig per transformada de Fourier,
emprant com agents desnaturalitzants pressio i temperatura.

- Comparacio dels processos de desnaturalitzacio de la variant Y115W de ’RNasa A
respecte a la proteina salvatge mitjangant espectroscopia de fluorescéncia, emprant
pressio, temperatura i urea com a agents desnaturalitzants.

- Comparacio dels processos de desnaturalitzacio de la variant Y115W de ’RNasa A
respecte a la proteina salvatge mitjangant electroforesi amb gradient d’urea
perpendicular a la direccié de migracio de la mostra.

La consecucié d’aquests objectius havia de constituir un punt de partida per
analitzar la contribucid, mitjangant estudis de cinética de plegament/desplegament,
dels residus substituits en la regidé 106-118 en el procés de plegament de I’RNasa A.
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2. Material
1 metodes

Amb la finalitat d’aconseguir una presentacio més entenedora, s’ha considerat
convenient fonamentar aquest apartat de material i metodes en tot aquell seguit de
tecniques i metodologies que identifiquen de manera més caracteristica aquest estudi
i els resultats que s’han aconseguit. No s’han volgut obviar pero, totes aquelles
altres tecniques o metodes que s’han utilitzat durant fases preparatories dels
resultats més destacables. Aquestes altres metodologies, pel fet de ser d’uis més extes
o perque de manera més habitual o rutinaria s’empren en el nostre grup de recerca,
s ’han agrupat en I’Apéndix metodologic que es presenta al final del treball.

2.1. Equipament i productes quimics

2.1.1. Equipament

Durant la realitzacié d'aquest treball s'ha emprat I'equipament que es presenta a la
TAULA 2.1. A més, en determinades ocasions s’ha fet us d’un equipament més
especific que sera detallat a I’apartat corresponent.
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TaAuLA 2.1

Equipament utilitzat en aquest treball

Equip Marca Model Pais
Agitadors magnetics Selecta Agimatic-NM Espanya
SBS-Instruments A-07 Espanya
Agitador orbital Heidolph Unimax 2010 Alemanya
Selecta Rotabit Espanya
Agitador vortex Technokartell TK3S Italia
Ultrafiltrador d’aigua Millipore Milli-Q RG EUA
Autoclau Raypa AE-75 Espanya
Balances A&D Co. Salter FY-300 i ER-120A Japo
Mettler AE160 Espanya
Banys termostatics Selecta Unitronic 320 OR Espanya
Selecta Tectron-100 Espanya
Bloc termostatic Selecta Tembloc Espanya
Bomba de buit Telstar 2G.9 Espanya
Bombes HPLC Waters 510 EUA
Pharmacia Biotech P-900 Suécia
Bomba peristaltica Pharmacia Biotech P-1 Suécia
Cabina de flux laminar Telstar PV-100 Espanya
Camera fotografica Polaroid MP4+ EUA
Centrifuga Sorvall RC-5B EUA
Centrifuga de sobretaula refrigerada Sigma 2K15 Alemanya
Collector de fraccions Pharmacia Biotech RediFrac Suécia
Conductimetre Crison 524 Espanya
Congelador —80°C Sanyo MDEF-192AT Japo
Destil-lador d’aigua Millipore Milli-RO 6 EUA
Detectors HPLC Waters 996 EUA
Pharmacia Biotech UVv-900 Suécia
Espectrofotometre Cecil CE6602 Regne Unit
Estufa d’assecat Heraeus T6030 Alemanya
Estufa de cultiu Raypa 1-280 Espanya
Fonts d’alimentacié electroforesi SBS Instruments G-200 Espanya
Frigorific-congelador Philips/Whirpool Combi Alemanya
Incubador Selecta HotCold-UM Espanya
Liofilitzador Heto CT60e Dinamarca
Microones Philips M704 Alemanya
Micropipetes Labsystems Finnpipette Finlandia
pH-metre Crison MicropH2000 Espanya
Rotovapor (Speed-Vac) Heto VR-1/120/240 Dinamarca
Termociclador Biometra Personal Cycler Alemanya
Transil.luminador UV TFX 20M Franca
Ultrafiltrador tangencial Millipore Acrylic Minitan II EUA

2.1.2. Productes quimics

Els productes quimics d’utilitzacid6 general han estat reactius de grau analitic
procedents de les cases Boehringer Mannheim (Alemanya), Fluka (Suissa), Merck
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(Alemanya), Panreac (Espanya), Serva (Alemanya) i Sigma Chemical Co. (EUA). La
procedencia dels productes d'is més especific s'indicara a mesura que apareguin en el
text.

2.2. Métodes de treball amb proteines
2.2.1. Analisi de I’estructura nativa per dicroisme circular

2.2.1.1. Fonament

Si bé la llum no polaritzada consta d’ones que vibren en tots els plans
perpendiculars a la direccio del desplagcament, la llum polaritzada plana esta
composta per ones que vibren en un unic pla i el seu camp eléctric té una orientacio
fixa. En la llum polaritzada circular, el camp eléctric pot rotar tant en el sentit de les
agulles del rellotge (Ilum polaritzada circular cap a la dreta) com en el sentit contrari
(Ilum polaritzada circular cap a I’esquerra). La majoria de les molécules biologiques
son asimeétriques i presenten una diferéncia d’absorcié de la llum polaritzada
circularment cap a la dreta, respecte de la llum polaritzada circularment cap a
I’esquerra, anomenada dicroisme circular (CD). El dicroisme circular es defineix
com:

_Ap—Ag
4

A4 2.1)
on Ap ¢és I’absorbancia (per part de la mostra analitzada) de la llum polaritzada
circularment cap a I’esquerra, Ar és I’absorbancia corresponent a la llum polaritzada
circularment cap a la dreta i A és I’absorbancia de la llum no polaritzada. Aixi doncs,
AA pot ser positiva o negativa.

L’absorcié desigual de la llum polaritzada circular (activitat oOptica) de les
proteines en la regio de I’ultraviolat llunya o regi6 amida (170-250 nm) depén
principalment dels enllagos peptidics, mentre que les bandes CD en la regido de
I’ultraviolat proper (250-300 nm) s’originen a partir de les cadenes laterals
aromatiques. A més, els ponts disulfur donen lloc a petites bandes CD al voltant de
250 nm. Les dues regions espectrals proporcionen diferents tipus d’informacid sobre
I’estructura proteica. Les bandes CD en la regi6é amida contenen informacid sobre els
enllagos peptidics i1 sobre 1’estructura secundaria de la proteina. L’espectre CD en la
regi6 de I’ultraviolat proper pot ésser utilitzada com a empremta de la conformacid
nativa.

2.2.1.2. Metode

Es va emprar un espectropolarimetre Jasco J715 amb cambra de cubetes
termostatitzada a 10°C. L’espectre de dicroisme circular es va enregistrar entre 178 i
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260 nm (UV llunya) i entre 250 1 310 nm (UV proper). El compartiment de la mostra
es purgava ininterrompudament amb nitrogen, a un flux de 25 mL/h en el llunya i de
5 mL/h en el proper.

Les condicions que es van utilitzar per enregitrar els espectres van ser:

-Sensibilitat: 20 mdeg
-Resolucid: 0.5 nm

-Amplada de banda: 2 nm
-Velocitat de lectura: 20 nm/min
-Acumulacio6 d’espectres: 4

Les proteines es van dissoldre en tampd cacodilat sodic 10 mM, pH 5.0 i
posteriorment es van filtrar amb unitats de filtraciéo Millex-GV (Millipore) de 0.2 um
de diametre de porus.

Per enregistrar I’espectre de CD en 1I’UV llunya es va treballar amb una
concentracio de proteina de 1 mg/mL 1 es va utilitzar una cubeta de 0.01 cm de pas
optic. Per I’enregistrament de I’espectre de CD en I’UV proper, la concentracié de
proteina va ser de 0.5 mg/mL i es va utilitzar una cubeta de 0.2 cm de pas optic. Les
cubetes es van rentar préviament amb una solucio d’acid nitric al 50% 1 es van
esbandir amb aigua destil-lada.

Per cada espectre enregistrat es va restar el blanc corresponent, segons la cubeta
emprada i el tamp6 de dilucié de la mostra. La linia de base de cada espectre es va
igualar a zero prenent com a referéncia el valor a 320 nm.

L’aparell donava les mesures inicials d’activitat optica en el-lipticitat, B,,s (deg).
Per mitja del programa STANDARD ANALYSIS (Japan Spectroscopic Co., Ltd.) i
després d’introduir les mesures del pas de llum de la cubeta (en cm) i la molaritat de
la mostra (M), es mesura "¢l lipticitat molar [0] (deg cm” dmol™). L’activitat optica
de les proteines en la regi6 amida s’expressa sempre com a el-lipticitat mitjana per
residu [O]vrw (deg em® dmol™) i es pot calcular a partir de la massa molecular
mitjana per residu (MRW). El MRW d’una proteina és igual a la seva massa
molecular dividida pel nombre d’aminoacids. Aixi doncs, el calcul de I’el-lipticitat
mitjana per residu s’obté a partir de I’equacio:

[6],5 X MRW
10xIxc

2.2)

[6]vrw =

on [0]obs €s I’el-lipticitat mesurada en deg, MRW ¢és la massa molecular mitjana per
residu, ¢ ¢és la concentracié de proteina en g/mol, 11 és el pas optic de la cubeta en
cm.
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2.2.2. Técniques espectroscopiques utilitzades per a D’analisi de la
desnaturalitzacio induida per pressio i desnaturalitzacio induida per
temperatura

2.2.2.1. Espectroscopia d’absorcioé a lultraviolat i espectroscopia de fluorescéncia

2.2.2.1.1. Fonament

Les proteines son molécules que absorbeixen radiacio al llarg d’un marge ampli
de I’espectre. Les transicions d’energia elevada entre estats electronics de la
molécula condueixen a I’absorcid en la regid del visible o de ’ultraviolat, mentre que
les transicions d’energia baixa entre diferents nivells d’energia de vibracio
corresponen a I’absorcié d’energia infraroja (apartat 2.2.2.2).

Les proteines no només absorbeixen llum sindé que també n’emeten en forma de
llum fluorescent. Per aixo0, I’energia s’absorbeix a la regio ultraviolada de 1’espectre i
les molecules passen de I’estat basal a un nivell d’alta energia. Després les molécules
excitades passen a I’estat basal amb 1’emissio de llum visible. La longitud d’ona de la
llum emesa és sempre més gran que la de la radiaci6 absorbida.

L’absorcio a l’ultraviolat i la fluorescéncia es troben afectades per 1’estat
conformacional de la proteina, donat que es modifica ’entorn local de les cadenes
laterals aromatiques. La interpretacid dels espectres d’absorcié a 1’ultraviolat i de
fluorescéncia pot esdevenir molt complexa quan hi ha més d’una cadena lateral
aromatica en la proteina. A més, a causa de la multiplicitat de nivells electronics
assolits 1 a la proximitat en I’espectre de les bandes d’absorci6 dels residus que
absorbeixen a I’ultraviolat (Phe, Tyr, Trp), les bandes dels diferents cromofors soén
molt amples i sobreposades.

Per tal de millorar la resolucio dels espectres d’absorci6 a [’ultraviolat, els
investigadors han emprat, entre altres, el metode de calcul de quarta derivada descrit
per Butler (1979). A fi de millorar la resolucié dels espectres de quarta derivada de
manera selectiva per a cadascun dels aminoacids aromatics, Lange i col. (1996a) van
determinar els valors Optims, propis de cada aminoacid aromatic, d’un parametre
necessari per al calcul de la quarta derivada denominat finestra de derivacid (AA)
(Butler, 1979). Els valors de AL que es van fixar son els segiients: 1.3 nm (Phe), 2.6
nm (Tyr) i 1.6 nm (Trp).

L’espectroscopia de quarta derivada presenta tot un seguit d’avantatges (Butler,
1979). En primer lloc, la quarta derivada pot revelar la preséncia de bandes
constituents que no sén evidents en 1’espectre original; en segon lloc, els maxims
d’absorcid de D’espectre de quarta derivada presenten la mateixa posicid que els
maxims de ’espectre original, la qual cosa fa més clara la correlacié entre les bandes
de la derivada i les de I’espectre normal; 1 en darrer lloc, les bandes estretes son
altament seleccionades en la quarta derivada i s’elimina la interferéncia de bandes
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d’absorcié amples, donat que la intensitat d’una corba de quarta derivada depen de
manera inversament proporcional a la quarta poténcia de I’amplada a mitja algada de
la banda original.

La disminucié de la polaritat del solvent promou un canvi significatiu en les
propietats dels espectres d’absorcid de quarta derivada dels aminoacids aromatics
(TAULA 2.2).

TAULA 2.2

Efecte del solvent sobre els espectres de quarta derivada dels aminoacids aromatics

Constant Fenilalanina Tirosina Triptofan
Solvent Dieléctrica

e Amax AArel Amax AArel Amax AArel
Aigua 80.4 262.45 1.00 282.0 1.00 288.4 1.00
Etilenglicol 50% 64.5 263.00 1.36 283.4 0.97 290.2 1.26
Etanol 50% 52.4 262.90 1.03 283.8 1.22 289.6 1.65
Etanol 243 263.10 1.84 286.2 1.27 290.3 2.84
Eter dietilic 4.34 263.25 1.87 286.3 3.03 291.0 3.26
Ciclohexa 2.02 263.25 1.72 287.7 1.06 290.4 4.09

Una disminucié de la polaritat del solvent provoca un augment de I’amplitud dels
espectres 1 un desplacament de les bandes cap a longituds d’ona més grans
(desplagament cap al vermell). La FIGURA 2.1 presenta 1’efecte de 1’etanol sobre els
tres aminoacids aromatics. La substitucié de I’aigua per etanol indueix un augment
de les amplituds de la fenilalanina 1 del triptofan, aixi com una lleugera modificacio
de la seva posicid. En contra, les bandes de quarta derivada de la tirosina exhibeixen
un desplagament considerable cap al vermell, si bé les seves amplituds no sén gaire
alterades.

La TAULA 2.2 mostra I’efecte de sis solvents amb diferent polaritat sobre els
espectres de quarta derivada dels aminoacids aromatics. El petit desplacament cap al
vermell induit pels solvents apolars sobre el benze de la fenilalanina es pot explicar
per I’interaccid que s’estableix entre les molécules de solvent i el cromofor. Aquestes
forces d’interaccio redueixen I’energia de ’estat excitat (Reichardt, 1990). Convé
destacar que aquest efecte depén de I’index de refraccio del medi. Aquest fenomen es
complica per la tirosina i el triptofan donat que ambdds aminoacids presenten un
grup funcional polar. La preséncia d’aquest grup indueix la formacié d’interaccions
dipol-dipol amb les molecules de solvent. Atés que una disminuci6 de la polaritat de
I’ambient promou un desplagament cap al vermell, es creu que 1’energia de I’estat
electronic basal augmenta en preseéncia d’un solvent apolar. Aquest efecte es troba
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tamb¢ influenciat per les propietats optiques del medi. Per bé que s’han dut a terme
molts assajos per comprendre aquest fenomen a nivell molecular, la teoria no és
encara del tot evident. De tota manera, s’ha demostrat que la relaci6 empirica entre la
polaritat de ’ambient dels aminoacids aromatics i les seves propietats espectrals és
lineal (FIGURA 2.2).

FIGURA 2.1

0.4

d*A / dA* (Unitats arbitraries)

260 270 280 290 300

Longitud d’ona (nm)

Efecte de 1’etanol sobre els espectres de quarta derivada dels aminoacids aromatics. Aigua, ---—--- etanol

50%, — --—=etanol 100%.
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FIGURA 2.2

A (solvent) - A, (aigua) (nm)

Amplitud relativaa A,
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Constant dieléctrica (g,)

Efecte de la constant dielectrica sobre els espectres de quarta derivada dels aminoacids aromatics. Els solvents
son els mateixos que els de la TAULA 2.2.

Gracies a aquesta linealitat, hom pot emprar els espectres de quarta derivada com
a una sonda de la polaritat mitjana dels aminoacids aromatics. Per tant, aquest
metode ofereix un sistema senzill per tal d’estudiar els canvis estructurals en les
proteines induits per la pressio, aixi com per la temperatura (Lange i col., 1996a,b).

2.2.2.1.2. Equipament d’alta pressio

Pels experiments de pressio, es va instal-lar una cel-la d’alta pressio (0.1 — 700
MPa) (FIGURA 2.3) dins de la cambra de cubetes d’un espectrofotometre CARY 3E
(Varian) o d’un fluorimetre SLM-AMINCO model Aminco Bowman Series 2.
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FIGURA 2.3

CL
CU

OB

Llum

FS

CT CT

Representacié d’una cella d’alta pressi6. CT= Connexions al bany termostatic; FS= Finestres de safir; OB=
Obturadors; CL= Coberta per on circula el liquid del bany termostatic; CU= Cubeta.

Aquesta cel-la ha estat dissenyada a I'INSERM U128 (Franga) i fabricada per
I’S.O.F.O.P. (Frang¢a) mitjancant un acer especial Marval X12 i unes finestres
optiques de safir sintétic. La carcassa central es troba embolcada per una coberta del
mateix acer per on circula un liquid (aigua o alcohol), que prové d’un bany
termostatic NESLAB model RTE101D (Francga), per tal d’equilibrar la mostra a la
temperatura desitjada. La mostra es diposita dins d’una cubeta de quars cilindrica. La
cubeta se segella amb una pel-licula de polietilé Dura-Seal que es manté posicionada,
obturant 1’obertura de la cubeta, per mitja d’una anella de cautxi. Aquesta pel-licula
permet la transmissio de la pressio a I’interior de la cubeta. La pressio es genera
mitjangant una bomba manual i es controla per mitja d’unes aixetes o comportes
fabricades per NOVA model NW1.6 (Suissa). L’aigua, com a transmissor de la
pressio, és conduida a través de tubs capil-lars d’acer inoxidable amb un diametre
interior de 0.2 mm. La pressio de treball es mesura per mitja d’un indicador digital de
NEWPORT ELECTRONIQUE model Infcp (Franga).
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Pel que fa a la cel'la per dur a terme els experiments de desnaturalitzacié induida
per temperatura, es va emprar la cel-la termostatitzada que disposa el propi aparell.

2.2.2.1.3. Absorcio a l'ultraviolat de quarta derivada

2.2.2.1.3.1. Condicions de treball

Els espectres d’absorcid a 1’ultraviolat, corregits per la seva linia de base, es van
enregistrar mitjangant un espectrofotometre CARY 3E (Varian) entre 250 i 310 nm,
en passos de 0.1 nm i amb un temps d’adquisici6 de dades de 1.0 s per pas.
L’amplada de banda va ésser de 1.0 nm. La concentraci6 de proteina utilitzada va ser
de I mg/mL.

Pels experiments de pressio, les proteines es van dissoldre en amortidor MES 50
mM, pH 5.0 i pels experiments de temperatura en amortidor acetat sodic 50 mM, pH
5.0. Ambdos amortidors van ésser escollits donat que els seus valors de pK, no
canvien significativament en funci6 de la pressi6 o de la temperatura,
respectivament. Els espectres d’absorcid dels experiments de pressid es van
enregistrar a 40°C. Malgrat la limitacio de pressio (500 MPa de pressi6 maxima),
aquesta temperatura de treball ens va permetre examinar la corba de desnaturalitzacio
de la majoria de les proteines de manera gairebé completa. Després de cada
increment de pressio o temperatura (en passos de 20-50 MPa o de 2-5°C,
respectivament), el sistema es va deixar equilibrar durant uns 5 minuts abans
d’enregistrar I’espectre.

2.2.2.1.3.2. Processament de les dades

Per mitja del programa Sigma Plot (Jandel), i abans de calcular la quarta derivada
tal 1 com van descriure Lange i col. (1996a), es va corregir cadascun dels espectres
enregistrats pels efectes de la pressio 1 de la temperatura en el volum de I’aigua (Kell,
1973 1 Gibson 1 Loeffler, 1941; respectivament). El métode que es va utilitzar per
calcular la quarta derivada estava optimitzat (un acord entre senyal i soroll de fons,
resolucio 1 no distorsid espectral) a fi d’estudiar de manera resolutiva i selectiva
I’espectre de les tirosines al voltant de 283 nm. Pel que fa a la variant Y115W de
I’RNasa A, també es va assajar el metode de calcul de la quarta derivada que estava
optimitzat per la banda del triptofan situada al voltant de 287 nm.

2.2.2.1.3.3. Analisi termodinamica dels canvis espectrals

Els parametres termodinamics AG, AH, AS 1 AV de les transicions espectrals
induides per pressid 1 temperatura es van determinar per mitja de [’analisi dels
espectres de quarta derivada en aquelles longituds d’ona on la magnitud, A, de la
transicid era maxima. A més a més, es va idear un metode a fi d’aprofitar tota la
regi6 espectral 1 aixi poder determinar una transicid espectral mitjana amb la
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consegiient millora de la relaci6 entre senyal 1 soroll de fons. Per aix0, en primer lloc,
es va sostreure un espectre de referéncia (normalment 1’espectre de quarta derivada
en condicions natives) de cadascun dels espectres de quarta derivada enregistrats al
llarg de la desnaturalitzacio, generant una série d’espectres de diferéncia de forma
sinusoidal. A continuacid, per cadascun dels espectres de diferéncia, es van
determinar les posicions dels punts de I’espectre que presentaven un valor
d’absorbancia igual a 0 (y=0), dins del marge de longitud d’ona de 275-290 nm
(caracteristic de les tirosines) o dins del marge 290-295 nm (propi del triptofan, per
la variant Y115W). Tot seguit es van calcular les arees, sumant les amplituds
espectrals, de cadascuna de les corbes disposades entre els successius parells de
punts y=0. Finalment, els valors absoluts d’aquestes sumes es van addicionar per
donar lloc al que es va anomenar diferéncia d’amplitud acumulativa (CDA). A causa
del soroll de fons, els espectres de diferéncia d’aquells espectres que eren similars a
I’espectre de referéncia presentaven molts punts y=0. Per evitar sumar les arees de
les corbes situades entre aquests punts y=0 aparents, es van emprar els punts y=0
obtinguts en el primer espectre de diferéncia on es van poder determinar de manera
consistent. Tot i que [’obtencié de I’espectre de diferéncia resultava en una
disminuci6 de la relacié entre senyal 1 soroll de fons, la millora en aquesta relacio
associada al fet d’analitzar tot I’espectre, i no una longitud d’ona puntual, avalava el
nou metode desenvolupat.

Es va utilitzar un model senzill de dos estats, on K ¢€s la constant d’equilibri entre
I’estat desnaturalitzat (d) i D’estat natiu (n) de la proteina, els quals estan
caracteritzats per les amplituds espectrals 4, 1 A4,, respectivament. La constant
d'equilibri es pot expressar com:

[d] An -4

szz A-4y

(2.3)

essent A, I'amplitud mesurada a qualsevol valor de pressio.

Transformant matematicament l'equacié anterior s'arriba a una equacid per
I'amplitud mesurada igual a:

KA-KAy; = A, -4 2.4)
KA-KAy; = A,-Ay + Ay -4 2.5)
A+ KA =Ad,-A; + Ay + K- Ay (2.6)
A1+K) = (4,-4,) + 4y (1 + K) 2.7)
A= %+ 4, 2.8)
Donat que:
AG =-RTInK (2.9)
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_[ AG]
K=e ‘KT (2.10)
Si treballem a temperatura constant:

AG =AG g + pAV (2.11)

_[AGp:()+pAVJ
K=e RT

on AG,~ és el canvi d'energia lliure a pressi6 zero. Aleshores, la relacio de I'amplitud
de la quarta derivada en funcido de la pressid es pot expressar, modificant les
equacions anteriors, com:

2.12)

A= An=Ad  Ad (2.13)
(AG p=o +pAV
RT
l1+e
i
A= A=A, (2.14)
_AH—TAS
)
l+e

per la transici6 de desnaturalitzacid6 induida per pressidé 1 per temperatura,
respectivament. L’ajust dels valors obtinguts en els experiments de desnaturalitzacid
a les equacions 2.13 i 2.14 va permetre la determinaci6 dels parametres
termodinamics.

2.2.2.1.4. Fluorescencia

2.2.2.1.4.1. Condicions de treball

Les mesures de fluorescencia de la proteina salvatge i de la variant Y115W, tant
en els experiments de pressid6 com en els de temperatura, es van dur a terme
mitjangant un fluorimetre SLM-AMINCO model Aminco Bowman Series 2. La
concentraci6 de proteina utilitzada va ser de 0.5 mg/mL. La proteina es va dissoldre
en els mateixos amortidors que van €sser emprats en 1’espectroscopia d’absorci6 a
I’ultraviolat (apartat 2.2.2.1.3.1). Les longituds d’ona d’excitacié que es van utilitzar
per la proteina salvatge i la variant Y115W van ser respectivament de 265 i de 295
nm (obertura de 8 nm). L emissio de la fluorescencia de les tirosines es va mesurar
entre 280 1400 nm 1 la del triptofan entre 315 1 400 nm (obertura de 4 nm, en passos
de 1 nm).
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2.2.2.1.4.2. Analisi termodinamica dels canvis espectrals

Els espectres de fluorescencia, corregits per la seva linia de base, van ésser
analitzats mitjancant el calcul del centre de masses espectral (CSM o <v>) 1 també
per mitja de la intensitat de fluorescéncia total enregistrada entre 315 i 400 nm. El
CSM es defineix com (Silva i col., 1986; Ruan i Weber, 1989):

<= X ZF% (2.15)

on v; és el nombre d’ona 1 F; és la intensitat de fluorescéncia a v;. Els
desplagaments de I’espectre d’emissio poden ésser emprats a fi de detectar canvis en
I’ambient dels grups actius per fluorescéncia. S’observa un desplagament cap el
vermell quan els cromofors son transferits cap a un ambient més polar.

Per a la determinacié dels parametres termodinamics, la transicio de
desnaturalitzacio induida per pressio i1 per temperatura es va ajustar al mateix model
de dos estats utilitzat en [’espectroscopia d’absorcié a [’ultraviolat (apartat
2.2.2.1.3.3).

2.2.2.2. Espectroscopia d’absorcio a Uinfraroig

2.2.2.2.1. Fonament

L’absorcio en la regio visible o ultraviolada de I’espectre genera transicions
d’energia elevada entre diferents estats electronics, mentre que 1’absorcio en la regid
infraroja origina transicions de baixa energia entre diferents nivells vibracionals. Aixi
doncs, l'espectroscopia d'infraroig permet l'estudi de les vibracions moleculars quan
es produeix una interaccié de radiacié electromagnética amb la matéria. L'espectre
d'infraroig es pot dividir en tres zones diferents: infraroig proper que compren
l'interval entre 0.00075 a 0.0025 nm (13330-4000 cm™), I'infraroig mig de 0.0025 a
0.025 nm (4000-400 cm™) i l'infraroig llunya de 0.025 a 1 nm (400-10 cm™). La
informaci6 que déna un espectre d'infraroig €s caracteristica de cada substancia, per
tant permet caracteritzar molécules amb un cert grau d'especificitat.

Els aparells d’infraroig es divideixen en dues categories: la dispersiva i la no
dispersiva. Els instruments dispersius utilitzen un monocromador que dispersa la
llum de la font en les seves diverses freqiiéncies. Aquests son similars als
espectrofotometres dispersius d’ultraviolat i visible, per bé que en la regio de
I’infraroig s’empren diferents fonts de radiaci6 i detectors. Els espectrofotometres no
dispersius, basats en un interferometre —com ¢€s el cas de [’espectrofotometre
d’infraroig per transformada de Fourier (Fourier transform infrared, FTIR)—
ofereixen una major precisio a I’hora de mesurar la longitud d’ona. El més utilitzat és
I’interferometre de Michelson, el qual es representa en la FIGURA 2.4.
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FIGURA 2.4

Detector
 E—

Mostra

Font H Mirall fix (F)
Divisor
- del feix (B)

LY 3
Eld

Mirall mobil (M)

Configuraci6 optica de 1’espectrofotometre d’infraroig per transformada de Fourier (interferometre).

Aquest aparell consta d’una font i un detector. El que distingeix I’interferometre
¢és que entre dos miralls, un de fix (F) i un de mobil (M), disposats entre si amb un
angle de 90°, hi ha una lamina semireflectora divisoria del feix de llum (B). Aquesta
lamina, emplagada amb un angle de 45°, reflexa el 50% del feix de llum incident, el
qual és dirigit cap al mirall mobil, 1 transmet el 50% restant vers el mirall fix.
Després de la reflexi6 d'ambdés feixos de llum en els respectius miralls, aquests
feixos interfereixen (constructivament o destructiva) en la lamina divisoria, on una
altra vegada, la meitat del feix és reflectit i I’altra meitat transmes. El feix de llum
reflectit passa a través de la mostra i arriba al detector, generant un interferograma.
Un interferograma (FIGURA 2.5) és una representacio de la intensitat que resulta de la
suma de totes les ones incidents (cada ona es caracteritza per tenir una freqiiéncia
determinada englobant aixi tot l'espectre d'IR) en funcié de la diferéncia de pas optic,
essent aquesta la posicio del mirall mobil.

Les freqliencies d’ambdos feixos de llum es troben en fase (interferéncia
constructiva) només quan la distancia entre la lamina divisoria i els miralls F i M és
iguala. En aquest cas, el senyal en el detector és maxim (punt ZPD de la FIGURA 2.5).
En totes les altres posicions del mirall mobil, les ones estan fora de fase 1, per tant,
tenen lloc diversos graus d'interferéncia destructiva. Aixi doncs, per cada escombrat
o desplacament complet del mirall s’obté un interferograma.
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FIGURA 2.5
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Representacié d’un interferograma. El punt ZPD correspon a aquella posicio del mirall on la diferéncia de pas
optic és igual a zero.

La mostra absorbeix ones amb unes freqiiéncies concretes, consegiientment les
amplituds d’aquestes ones disminueixen 1 per tant I’interferograma canvia. L’analisi
d’aquestes variacions no és factible a partir d’aquest tipus de representacio, per aixo,
les dades interferométriques es transformen mitjangant un procediment matematic
anomenat transformacié de Fourier. Aquest metode dona lloc a un espectre
d'absorci6 en funcio de la freqiiéncia de les diferents ones incidents.

Considerant que certs grups d’atoms generen bandes vibracionals a una mateixa
freqiliencia, independentment de la molécula on es troben, se solen qualificar aquestes
freqiiéncies com a propies o caracteristiques del grup quimic. La freqiiéncia de
vibracié de qualssevol d’aquests grups pot ésser alterada per factors inter o
intramoleculars, essent 1’enllag pont d’hidrogen intermolecular el factor principal.

Les proteines mostren 9 bandes d’absorcio caracteristiques en la regi6 d’infraroig
(totes originades per 1’enllag peptidic). Aquestes son les bandes de I’amida A, B, I-
VIL

La major part dels treballs s’han dut a terme en la regié de I’amida I, emplacada
entre 1600 i 1700 cm™. En aquesta regid, ’absorcié de la llum infraroja s’origina
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principalment per la vibracié del moviment d’extensié del grup CO, i amb menor
grau pel moviment d’extensio del grup CN i el moviment de doblec o de deformacid
del grup NH. A causa de la superposicidé de la banda de ’amida I i la banda de
I’aigua (localitzada a 1640 cm™), aquests tipus d’experiments se solen dur a terme
utilitzant com a solvent el D,0. A fi de discriminar aquestes mesures, quan s’utilitza
aquest solvent s’inclou el simbol “prima” quan es mencionen les diferents bandes
d’absorcio (per exemple: amida I’). La FIGURA 2.6 mostra tot I’espectre d’IR d’una
solucio6 de proteina en D,O emplagada en una cel-la DAC.

FIGURA 2.6
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Espectre d’IR d’una solucié de proteina en D20 emplacada en una cel'la DAC amb I’assignacié de les bandes
d’absorci6 caracteristiques.

La banda de I’amida I’ esta formada per diferents components que se sobreposen,
atés que la seva amplada inherent €s superior a la resoluciéo de I’instrument. La
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utilitzacio de técniques de millora de la resolucid, com ara el tractament mitjancant
FSD (Fourier self-deconvolution), ha permés separar cadascun d’aquests
components. La freqiiéncia exacta d’aquestes vibracions depeén principalment dels
ponts d’hidrogen presents en els grups CO i NH 1 per tant del tipus d’estructura
secundaria que conté la proteina. Byler i Susi (1986) van assignar un tipus
d’estructura secundaria a cadascun d’aquests components situats entre 1600 1 1700
cm™. Consegiientment, 1’espectroscopia d’infraroig pot proporcionar informacid
directa sobre 1’estructura macromolecular i, per tant, estimar el contingut dels
diferents elements d’estructura secundaria. Aquest tipus d’analisi sovint coincideix
amb la composicio d’estructura secundaria indicada pels estudis de raigs X.

Els components de la banda amida I’ que s’emplacen dins del marge de I’espectre
que s’estén entre 1620 i 1640 cm™ s’atribueixen a Destructura tipus full plegat B
(components de baixa freqiiéncia) (Arrondo i col., 1988). En la regié 1660-1680 cm™
s’observa un sol component d’alta freqiiéncia (Krimm i Bandekar, 1986; Chirgadze i
col., 1976 aib). Les conformacions de tipus helix o originen bandes d’absorcié en la
regio 1648-1660 cm™ (Nevskaya i Chirgadze, 1976). Els péptids amb una disposicio
a I’atzar exhibeixen bandes d’absorci6 al voltant de 1644 cm™. La major part de les
proteines també mostren una banda emplagada a 1633 cm™, la qual s’assigna a girs
d’inversi6. En aquells casos en que¢ s’indueix la formacié d’agregats quan
s’augmenta la temperatura, s’observa I’aparici6 de dues bandes tipiques addicionals:
una banda principal a 1618 cm™ i una banda secundaria a 1685 cm™. Aquestes
bandes s’assignen a segments peptidics amb cadenes 3 antiparal-leles formades per
enllacos pont d’hidrogen intermoleculars (Ismail i col., 1992). La TAULA 2.3 mostra
les freqiiencies caracteristiques de cada tipus d’estructura secundaria. Tanmateix,
s’ha de ser prudent a I’hora d’utilitzar aquests valors, atés que sovint s’observen
excepcions.

TAULA 2.3

Freqiiéncies caracteristiques en la regié de I’amida I’ de diverses conformacions de ’enllag
peptidic (Arrondo i col., 1993)

Conformacio Freqiiéncia amida I’ (cm™)

Helix o 1648-1660

Full B 1620-1640 (component baixa freqiiéncia)
1670-1680 (component alta freqiiencia)

Girs 1660-1700

Estructura desordenada 1640-1648

Full antiparal-lel 1610-1625 1 1675-1695

Helix 3 1660-1670
1640-1648
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Juntament amb I’analisi de I’estructura secundaria, el régim i el grau de bescanvi
d’hidrogen per deuteri €s una sonda apropiada per seguir els canvis en I’estructura
proteica (equacid 2.16). Aquest intercanvi ens proporciona informacio de
I’accessibilitat al solvent i de 1’estabilitat dels enllagos pont d’hidrogen dels protons
amida (Wong 1 Heremans, 1988). En I’espectroscopia d’infraroig, el bescanvi
hidrogen-deuteri pot ésser seguit directament per mitja de monitoritzar els canvis en
la banda de I’amida II (1550 cm™). La banda amida II s’origina per la vibracio del
moviment de doblec del grup NH 1 la substitucié de ’enllag peptidic N-H a N-D
resulta en un desplagament notable de la banda d’absorcié (~100 cm™). A mesura
que una proteina exposa els seus grups enterrats al solvent (D,0), aquesta banda es
desplaca cap a 1450 cm™. La banda amida I’ es troba menys afectada (~10 cm™) per
aquest bescanvi.

I
Ay 0 A
|

H b (2.16)
Tot 1 que D’espectroscopia d’absorcid6 a 1’ultraviolat i1 [’espectroscopia de
fluoresceéncia s’empren per tal de seguir els canvis en 1’estructura proteica, aquestes
mesures son dificils d’interpretar directament en termes de canvis de 1’estructura
secundaria. Per assolir aquest objectiu ha adquirit molta importancia la técnica
d’espectroscopia d’infraroig. Per bé que el dicroisme circular és una técnica valida
per seguir la variaci6 d’estructura secundaria al llarg del procés de desplegament,
aquesta no ha estat utilitzada a causa dels problemes técnics amb que hom ha topat a
I’hora d’adaptar-la a altes pressions.

2.2.2.2.2. Equipament d’alta pressio

Pels experiments de pressid, s’ha utilitzat una cel-la d’alta pressi6 DAC (Sherman
i Stadtmuller, 1987), de 1’anglés diamond anvil cell, fabricada per DIACELL
PRODUCTS (Anglaterra), la qual ha estat dissenyada essencialment per aplicacions
de caire analitic. La dissoluci6 de proteina es diposita en una obertura de 0.65 mm de
diametre situada al centre d’una peca d’acer inoxidable. El gruix inicial d’aquesta
peca metal-lica és de 0.05 mm. La pressid es genera per mitja de 1’opressio de dos
diamants sobre la mostra. Ambdos diamants, que es localitzen un a cada banda de la
peca metal-lica, actuen també com a finestres Optiques (transparent al llarg d’un
marge molt ampli de I’espectre). Aquests es troben ben alineats entre ells, centrats
respecte al forat que conté la mostra i col-locats de manera que els seus plans siguin
perpendiculars a I’eix optic. En la FIGURA 2.7.A es mostra un esquema de la cel'la
DAC.

La pressio es mesura seguint el desplagament de la banda de BaSOj, situada a 983
cm™ (Wong i Moffat, 1989). Convé ressaltar que anteriorment s’havia afegit BaSO,
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a la dissolucié de proteina. L’absorciéo d’aquest compost, insoluble en aigua, dona
lloc a una banda molt accentuada i estreta (FIGURA 2.6), de manera que la seva
posicio pot €sser determinada de manera molt precisa.

FIGURA 2.7
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(A) Representacio esquematica dels principals components d’una cel-la DAC. Mecanisme de cargol per tal
d’oprimir els dos diamants i generar I’alta pressio. Entremig d’ambdés diamants, que actuen com a finestres
optiques, es disposa la peca d’acer inoxidable amb la mostra. (B) Representacio esquematica d’un tall transversal
d’una cel'la de transmissio IR per liquids.
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2.2.2.2.3. Condicions de treball

Les proteines liofilitzades es van dissoldre a una concentracio de 75 mg/mL. Pels
experiments de pressio es va emprar el tampo MES 50 mM, pD 5.0. Pel que fa als
experiments de temperatura, es va utilitzar el tamp6 acetat sodic 50 mM, pD 5.0. El
pD es va mesurar addicionant 0.4 unitats al valor de pH (Glasoe i Long, 1960).
Ambdés tampons van ésser seleccionats tenint en compte que el seus valors de pD
son poc dependents de la pressid i de la temperatura, respectivament (Kitamura i
Itoh, 1987). Les mostres, una vegada dissoltes, es van incubar tota la nit a
temperatura ambient, a fi de garantir que el bescanvi d’hidrogen per deuteri hagués
assolit I’equilibri. Els espectres d’infraroig es van enregistrar en funci6 de la
temperatura a pressié atmosférica, o en funcié de la pressié a 20°C. Els espectres van
ésser enregistrat mitjancant un espectrofotometre IRTF Bruker IFS66 (Alemanya)
equipat amb un detector MCT refrigerat amb nitrogen liquid. El compartiment de la
mostra es purgava ininterrompudament amb aire sec. Els espectres d’absorcio,
enregistrats a una resolucié de 2 cm’, van resultar de la suma de 250
interferogrames. La pressio es va incrementar a rad de 100 MPa per hora. Pel que fa
als experiments de temperatura, la dissolucié de proteina es va disposar entre un
parell de finestres optiques de CakF,, les quals estaven separades per una junta de 0.03
mm de gruix (FIGURA 2.7.B). La temperatura es va incrementar a raé de 0.2°C per
minut mitjancant un dispositiu Graseby/Specac (Anglaterra).

2.2.2.2.4. Millora de la resolucio espectral

Tal i com s’ha esmentat abans, cada tipus d’estructura secundaria en una proteina
origina una banda d’absorcid caracteristica (component) en la regié de I’amida I’. Un
dels problemes principals a 1’hora d’aplicar I’espectroscopia d’infraroig per estudiar
la conformacio proteica és I’amplada intrinseca d’aquests components que formen la
banda amida I’, els quals se superposen i no poden ésser separats per bé que
s’augmenti la resolucid de I’aparell. Aquest fet va limitar les aplicacions de
I’espectroscopia d’infraroig en I’estudi de sistemes biologics complexos fins que es
van desenvolupar els métodes matematics FSD (Fourier self-deconvolution) 1 la
derivacio. Aquests procediments van fer possible, de manera artificial, estrényer
I’amplada dels diferents components presents en la banda d’absorci6é d’infraroig. En
aquest treball, s’ha emprat el metode FD (Kauppinen i col., 1981).

2.2.2.2.5. Analisi dels canvis espectrals

Els canvis en I’estructura proteica vénen reflectits pels canvis en els seus
espectres. Aquestes variacions espectrals poden ésser utilitzats per estudiar
I’estabilitat proteica. Una analisi més detallada ens permet seguir els canvis en
I’estructura secundaria. Dit d’una altra manera, la informaci6 que s’obté per
espectroscopia d’infraroig es pot analitzar des de dues perspectives diferents. D’una
banda, des d’un punt de vista termodinamic i d’altra banda, des d’un punt de vista
estructural. A fi de dur a terme una analisi termodinamica, es representen els canvis
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que es promouen, durant el procés de desnaturalitzacid per pressio o per temperatura,
en les intensitats relatives de les bandes espectrals, en la seva amplada o en la seva
posicid. L’ajust dels espectres d’absorcid en la regi6 amida I’ per mitja de corbes
gaussianes dona lloc a una analisi que proporciona informacié més estructural.

2.2.2.2.5.1. Analisi termodinamica

Un espectre d’infraroig d’una proteina és representatiu de la seva estructura
secundaria. L’analisi de les caracteristiques generals d’una banda d’absorci6é ens
permet obtenir informacid general sobre I’estructura global de la proteina.

Si es representen les intensitats relatives de les bandes espectrals, la seva amplada
o el desplacament del maxim d’una banda en funcid6 de la pressio6 o de la
temperatura, s’obtenen corbes sigmoidals propies d’un procés de desnaturalitzacié en
dos estats, les quals es van ajustar respectivament a les equacions 2.22 1 2.23.

La constant d’equilibri observada Ko es pot definir com:

Ky =20 =20 =Y (2.17)
(U~/p) »=»p
on fp representa la fraccié de molecules en I’estat desnaturalitzat, y és el valor de
I’observable que es determina en la transicid 1 yn 1 yp sOn els valors per 1’estat inicial
(natiu) i final (desnaturalitzat).

La dependéncia de la K. respecte a la temperatura i la pressio ve donada per
I’equacid de van’t Hoff (2.18) 1 I’equacid de Planck (2.19):

dInKy/d T=AH/RT? (2.18)

dInKys/dp=-AV/RT (2.19)

Substituint I’equaci6 2.17 en les dues equacions anteriors s’ obté:

Yi-¥ = y-¥p Lk (2.20)

@ﬂm)
RT

YN -Y =)Y-VYp| € (2°21)

La fraccid y es pot escriure per ambdues equacions com:
AH

@Em)

YNTYp| €

(2.22)

Y= A
(——Jrctj
l+e" RT
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(2.23)

2.2.2.2.5.2. Analisi estructural

La prediccié d’estructura secundaria es va dur a terme per mitja de combinar dos
metodes: I’FSD (Fourier self-deconvolution) 1 un ajust de la banda amida I’ per mitja
de corbes gaussianes (Byler i Susi, 1986; Harris i Chapman, 1995). L’FSD és un
meétode matematic que s’utilitza a fi d’evitar la superposicié dels components de la
banda amida I’. O sigui, els components es fan més estrets i per tant, millora la
resolucid. Aquest tractament matematic es va portar a terme amb un programa
integrat en el mateix aparell. Es van emprar els segilients parametres (Smeller i col.,
1995): 21 cm™ d’amplada de banda a mitja alcada i 1.7 de factor de millora en la
resolucid.

L’espectre FSD, pot ésser utilitzat per analitzar quantitativament cadascun dels
components que formen la banda amida I’. Per aixo, s’utilitzen corbes gaussianes
que representen aquests components. L’ajust iteratiu de la banda amida I’ per mitja
de modificar 1’algada, I’amplada 1 la posicié de corbes gaussianes es va dur a terme
amb el programa PROTEIR (Smeller i col., 1995). Es va assumir que les arees
relatives de les corbes gaussianes assignades als diferents tipus d’estructura
secundaria eren una estimacid dels percentatges d’aquestes estructures en la proteina
(Byler 1 Susi, 1986).

Aquest procediment presenta diversos inconvenients i s’ha de destacar que convé
ser caut a causa del que s’exposa a continuacio: en primer lloc, la falta d’unicitat en
I’assignacido 1 en 1’ajust de les bandes promou certs dubtes sobre els resultats
obtinguts per aquest métode; en segon lloc, aquest métode assumeix, sense verificar,
que 1’absorcié molar dels diferents components que s’assignen a les diferents
conformacions d’estructura secundaria €s la mateixa (aquesta assumpcio ¢és
necessaria a fi de dur a terme una analisi quantitativa basada en les arees de les
corbes gaussianes); i en darrer lloc, donat 1’elevat nombre de parametres que es
poden arranjar, aquest ajust presenta un elevat grau de subjectivitat.

No obstant aix0, si s’utilitza apropiadament, aquest metode proporciona una eina
per diagnosticar i1 seguir, en termes relatius, la naturalesa dels canvis en la
conformacié de 1’esquelet polipeptidic (Surewicz i col., 1993).

En definitiva, 1’objectiu d’aquest ajust és simular I’espectre observat a partir de la
suma de diferents corbes gaussianes. L’area d’aquestes corbes gaussianes s’empra
per determinar la quantitat d’estructura secundaria que representa.

Amb la finalitat de comparar si hi havia diferéncies qualitatives, per una banda,
entre els estats natius de les variants, i de 1’altra, entre els estats desnaturalitzats, es
va normalitzar cadascun dels espectres mitjancant la corresponent absorbancia
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minima i I’absorbancia maxima resultant. Per aix0, en primer lloc, es va sostreure el
valor de minima absorbancia de I’espectre, a tot I’espectre en qiiestio. En segon lloc,
I’espectre resultant es va dividir per la seva absorbancia maxima, donant lloc a un
espectre normalitzat entre 01 1.

2.2.3. Técniques utilitzades per al seguiment de la desnaturalitzacié induida per
urea

2.2.3.1. Espectroscopia de fluorescéncia

2.2.3.1.1. Fonament

Tal i com s’ha esmentat en I’apartat 2.2.2.1.1, la fluorescéncia és sensible als
canvis d’estructura terciaria, €s a dir, depén del canvi d’entorn de les cadenes laterals
d’aminoacids aromatics, sobretot del triptofan i tirosina. El rendiment quantic pot
augmentar o disminuir durant la desnaturalitzacid, de manera que una proteina
plegada pot tenir més o menys fluorescéncia que la mateixa proteina a I’estat
desnaturalitzat (Royer, 1995). Concretament, I’RNasa A desnaturalitzada té una
fluorescéncia intrinseca més elevada que la proteina nativa (Pace, 1990). La
magnitud de la fluorescéncia no €s informativa per ella mateixa, perd pot servir com
a sonda sensible a qualsevol pertorbaci6 de ’estat natiu.

2.2.3.1.2. Condicions de treball
Per comengar, es preparen tres solucions:

e Solucié estoc d’agent desnaturalitzant: Urea 9 M en acetat sodic 50 mM
(pH 5.0)

e Soluci6 tampo: Acetat sodic 50 mM (pH 5.0)
e Soluci6 de proteina 2 mg/mL en acetat sodic 50 mM (pH 5.0)

Les dues primeres solucions es van filtrar amb unitats de filtracio (Millipore,
EUA) de 0,22 um de diametre de porus i seguidament es van desgasificar.

Després, es preparen volumétricament una seérie de solucions amb una quantitat
creixent d’urea, barrejant un volum fix de la soluci6 estoc de proteina amb el volum
apropiat de les solucions estoc d’urea i tamp6 per arribar a la concentracié d’agent
desnaturalitzant desitjada. Les proporcions assajades en aquest treball es mostren a la
TAULA 2.4.
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TAULA 2.4

Exemple de preparacio de les solucions experimentals per una corba de desnaturalitzacio tipica
mesurada per fluorescéncia.

Urea (ul) 2 Tampé (ul) b Proteina (ul) © Urea (M) 4
950 0 50 8.55
925 25 50 8.325
900 50 50 8.1
875 75 50 7.875
850 100 50 7.65
825 125 50 7.425
800 150 50 7.2
750 200 50 6.75
700 250 50 6.3
675 275 50 6.075
650 300 50 5.85
600 350 50 5.4
575 375 50 5.175
550 400 50 4.95
500 450 50 4.5
450 500 50 4.05
400 550 50 3.6
350 600 50 3.15
300 650 50 2.7
250 700 50 2.25
200 750 50 1.8
150 800 50 1.35
100 850 50 0.9

50 900 50 0.45
0 950 50 0

solucio d’urea 9 M en acetat sodic 50 mM (pH 5.0)

® soluci6 tampo acetat sodic 50 mM (pH 5.0)

¢ solucid de proteina 2 mg/mL en acetat sodic 50 mM (pH 5.0)
9Molaritat d’urea final a I’assaig

Convé¢ destacar que les solucions d’urea es descomponen lentament per formar
cianat i ions amoni. Atés que els ions cianat son capacos de modificar quimicament
els grups ami d’una proteina, les solucions d’urea van ser preparades al moment.

A continuacid, les diferents solucions experimentals es van incubar tota la nit a
37°C. Per tal d’enregistrar la intensitat de fluorescéncia, es va emprar un
espectrofluorimetre Perkin Elmer LS50 (USA) amb cambra de cubetes
termostatitzada a 37°C 1 una cubeta de quars de 1 mL de capacitat i 1 cm de pas de
llum. Es va utilitzar una pipeta Pasteur per dipositar i extreure cadascuna de les
solucions de la cubeta, anant amb cura de no ratllar les parets d’aquesta. Després de
realitzar la mesura de fluorescencia, les cubetes es van rentar amb aigua destil-lada 1
amb metanol de grau HPLC a fi d’accelerar I’evaporacio i, aixi, minimitzar el volum
de solucié que hi pogués restar.
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2.2.3.1.3. Analisi de les corbes de desnaturalitzacio

Les dades de desnaturalitzacid enregistrades en 1’equilibri s’han analitzat utilitzant
el model de Clarke 1 Fersht (1993). Esta comprovat experimentalment que 1’energia
lliure de desplegament d’una proteina en preseéncia d’agent desnaturalitzant (AG) és
linealment dependent de la concentracié d’agent desnaturalitzant (Pace, 1986). Per
tant,

AG = AG(HQO) -m- [D] (2.24)
on AG,0) ¢és el valor de I’energia lliure aparent de desnaturalitzacié en abséncia
d’agent desnaturalitzant, [D] és la concentracio d’agent desnaturalitzant, i m (= 0 AG

/ & [D]) és la pendent de la transici. La constant d’equilibri de desplegament (K,,) a
una determinada concentracié d’agent desnaturalitzant es calcula com

Ku = (yf - yobs) / (yobs - yu) (2°2’5)

on yr iy, son la fluorescencia de la forma plegada i desplegada respectivament, 1 yops
la fluoresceéncia mesurada. yr 1 y, es consideren que son linealment dependents amb
la concentraci6 d’agent desnaturalitzant (Horovitz i col, 1992). Per tant,

V= 05+ By [D] (2.26)
Vo= 04+ By - [D] 2.27)

on oy 1 0y son els talls amb ’eix de les y, i Bri By els pendents de les linies base a
baixa concentracio i a alta concentraci6 d’agent desnaturalitzant respectivament.

Combinant aquestes equacions, 1 assumint que yr 1 ), varien linealment amb la
concentraci6 d’urea, la dependéncia de la fluorescéncia mesurada amb la
concentracio d’agent desnaturalitzant ve donada per:

Yoos=[ (0B [DIH(ou By [D]) € Ao - PVRTI /1] 4 7 ACu0 - IPIRTI (2.28)
Yors=L(0HBr [DDH(0p B, [D]) e P A0 KT 1 + gllm P AGum,0) KT/ (2.29)

A una concentraci6 d’agent desnaturalitzant en la qual el 50% de la proteina esta
desplegada, [D] = [D]2, és evident a partir de I’equacié 2.24 que:

(K,=1=AG=0)

AG(H2O) =m:- [D]|/2 (2.30)

1 per tant,

Vons=L(0rHBr [DI) (04, B, [D])-e " PHPL KT 14 IPHPL, T (2.31)

L'equacio utilitzada per ajustar les dades representades de manera normalitzada,
es pot obtenir a partir del segiient desenvolupament matematic:
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Fy= 0= Yovs) | =) (2.32)
Fy= (0 + Br~ [D] ~ yavs) / (0 + By [D]) — (0% + By - [D]) (2.33)

Fy= (0 B (D)~ [(e+ By [D) + (o B, - [D) - ") (702147

/[1+ PP RN /(0 + Br[D]) - (04 + Bu *[D])) (2.34)

Considerant que els coeficients o, Bri By son zero i oy, és igual a 1, és a dir, que
en abséncia d’agent desnaturalitzant Fy = 0 1 en preséncia d’agent desnaturalitzant a
la maxima concentracié emprada Fy = 1, aleshores,

Fyy= [¢"(®)-[D] ) (RT}y / ] 4 o m(D]-[D], )/ R} (2.35)

Fuy=11/(1+ ¢t 1-],) 87 (2.36)

Ajustant les dades a 1’equacio 2.31 o 2.36 mitjangant una analisi no lineal de
minims quadrats, es poden trobar els valors de m i [D];,. A partir d’aquests dos
valors es pot calcular I’energia lliure aparent de desnaturalitzacid en abséncia d’agent
desnaturalitzant, segons 1’equaci6 2.30.

2.2.3.2. Electroforesi en gel de poliacrilamida amb gradient transversal d’urea

2.2.3.2.1. Fonament

Un dels parametres de diagnosi de I'estat desnaturalitzat de les proteines €s la seva
dimensio, la qual s’expressa generalment per mitja del volum hidrodinamic. Una
estimacio del volum hidrodinamic d'una proteina es pot obtenir per la seva mobilitat
a través d'un gel de poliacrilamida (Goldenberg i Creighton, 1984; Creighton, 1993).
La tecnica de l'electroforesi en gel de poliacrilamida amb gradient transversal d'urea
(Creighton 1979a,b, 1980, 1986, 1994) ¢s idonia per estudiar la conformacioé d'una
proteina al llarg del procés de desnaturalitzacio. Atés que la mostra de proteina que
s’aplica al llarg de la superficie superior del gel migra sota les diferents condicions
del gradient d’urea (perpendicular a la direcci6 de l'electroforesi), aquesta técnica ens
proporciona una mesura continua de la mobilitat electroforética (conformacid
proteica) en funci6 de la concentraci6 d’agent desnaturalitzant.

2.2.3.2.2. Equipament

L'utillatge que es va emprar va ser el D GENE™ Denaturing Gel Electrophoresis
System de BIO-RAD (EUA). Per tal de formar un gel de poliacrilamida amb un
gradient d'urea perpendicular a la direccié de migracié de la mostra es va utilitzar el
Model 475 Gradient Delivery System de BIO-RAD (EUA) (FIGURA 2.8).
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FIGURA 2.8

Esquema del Model 475 Gradient Delivery System de BIO-RAD (EUA). Es un sistema capag de formar un gel de
poliacrilamida amb gradients lineals reproduibles, per mitja d’impel-lir i barrejar la solucié d'alta i baixa densitat
sense necessitat d'utilitzar una bomba peristaltica ni un agitador magnétic.

A la FIGURA 2.9 s’esquematitza el procediment per formar un gel de
poliacrilamida amb gradient transversal d’urea.
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FIGURA 2.9

Suport Vidres d'electroforesi

M N
0 Murea 18% acrilamida

[

Pinta formadora
F>>""de butxaca [
|
|

T T T
0'Murea 18% acrilamida’

9°M-urea 1% acrilamida

3

Fommador [+ Deixar polimeritzar el gel. |
de gradient |+ Treure la pinta i suport.
|- Disposar de manera que la butxaca |
\ estigui situada a la part superior. |
Butxaca tinica
d'aplicacio de la mostra @

Mostra

OMg »IM Direccid
0% de migracio

Representacio esquematica de la formacio d’un gel amb gradient d'urea. (A-B) El formador de gradient impulsa i
barreja les solucions d'alta i baixa densitat. Es genera un gradient lineal per mitja d’un sistema de carrega inferior.
Es deixa polimeritzar el gel, es retira la pinta formadora de la butxaca i el suport i es porten a terme els
arranjaments necessaris a fi de disposar el gel dins la cambra d'electroforesi, amb la butxaca situada a la part
superior per tal d’aplicar la mostra (C).

2.2.3.2.3. Condicions de treball

Donat que la urea és un compost inestable (forma cianats que poden reaccionar
amb els grups ami de les proteines), es va emprar urea d'alt grau de puresa i les
solucions van ser preparades immediatament abans de ser utilitzades.

S'ha observat que la preséncia de concentracions creixents d'urea produeix una
disminuci6 continua de la mobilitat electroforética de la proteina, amb la consegiient
abséncia d'una transicid real de desnaturalitzacid, a causa d’un augment en la
viscositat de la solucio i del canvi en les propietats de separacid del gel. Tanmateix,
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per compensar aquest efecte se sobreposa al gradient d'urea un gradient invers de
concentracio d'acrilamida. En aquest treball es va assajar un gradient lineal
d'acrilamida del 18% (p/v) a 0 M d’urea 1 de I’11% (p/v) a 9 M d’urea. Aquest
gradient proporcionava una mobilitat constant al lisozim al llarg de totes les
concentracions d'urea. Aquesta proteina es va utilitzar per verificar la correcta
formaci6 del gradient, ja que a les condicions de temperatura i pH emprades, es
mantenia plegada fins 1 tot a 9 M urea. Aixi, si el gradient s'’havia format
correctament, la banda del lisozim havia d’ésser continua i de mobilitat constant al
llarg del gradient. Aquesta proteina es va aplicar al mateix gel on es va aplicar la
proteina en estudi. Si bé, per evitar que es produis una superposicio, el lisozim es va
aplicar 1 hora abans d'acabar 1'electroforesi.

Dissolucions mare
DissoLucIO A: Acrilamida 30%-bisacrilamida 0.19%

Acrilamida 30g
Bisacrilamida 0.19¢g
Aigua Milli-Q fins a 100 mL

DissoLucio B: Amortidor Tris-acetat 0.05 M (pH 4.0) (10x)

Acid acétic 1.43 mL
Aigua Milli-Q fins a 50 mL

Ajustar el pH de la solucié a 4.0 amb Tris 4 M.

Es van preparar gels amb unes dimensions de 16 cm x 16 cm x 1 mm 1 amb un
volum total de 30 mL, a partir de les segiients dissolucions:

DISSOLUCIO DE BAIXA DENSITAT (0 M urea, 18% acrilamida):
Dissolucio A (acrilamida 30%-bisacrilamida 0.19%) 10.2 mL

Dissolucio B (amortidor 10x) 1.7mL
Aigua Milli-Q 5.1 mL
* Per polimeritzar el gel, afegir:
TEMED 14 uL
Persulfat amonic (NaxS;03) 10% (p/v) 70 uL

DISSOLUCIO D'ALTA DENSITAT (9 M urea, 11% acrilamida):

Urea 13.52 ¢
Dissolucio A (acrilamida 30%-bisacrilamida 0.19%) 9.17 mL
Dissoluci6 B (amortidor 10x) 2.5 mL
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* Després de dissoldre la urea escalfant i amb agitacio, afegir:
Aigua Milli-Q fins a 25 mL

* Per polimeritzar el gel, agafar 17 mL d'aquesta barreja i afegir:
TEMED 14 uL
Persulfat amonic (Na;S;03) 10% (p/v) 70 uL

Com a amortidor d'elucio d'electroforesi es va utilitzar el Tris-acetat 50 mM (pH
4.0) (acid acetic 50 mM ajustat a pH 4.0 amb Tris). La cubeta d'electroforesi tenia
una capacitat aproximada de 6.5 L.

A fi de preparar I’amortidor d'aplicacié de mostres, es va barrejar:

Tris-acetat 50 mM (pH 4.0) 47 mL
Glicerol 3mL
Verd de metil 0.1g

Preparacio de la mostra, aplicacio i electroforesi:

Abans d'aplicar la mostra, es va fer una pre-electroforesi per tal d’eliminar
qualsevol especie carregada que pogués haver-se originat per la descomposicié de la
urea o pel procés de polimeritzacio, aixi com per permetre que l'amortidor d'elucid
assolis els 37°C de temperatura, la qual havia estat préviament seleccionada
mitjangant el termostat de 1’aparell. Durant la pre-electroforesi una petita part de la
urea difon a la part superior del gel de manera que pot dificultar l'aplicacid i la
migracié de la mostra. Aquesta urea i les restes d'acrilamida que solen romandre
quan es retira la pinta formadora de la butxaca es van retirar facilment amb una
xeringa.

Mitjangant una xeringa Hamilton, es van aplicar uns 90 ug de proteina en un
volum de 150 pL de tampd d'aplicacio en una unica butxaca de 15 cm d'amplada (10
puL/cm).

Les electroforesis es van fer correr a 37°C de temperatura i amb un voltatge de
280 V durant un temps Optim que es va determinar empiricament (entre 4 1 5 hores).
D’una banda, si el temps d'electroforesi és molt curt, la diferéncia de mobilitat entre
la forma nativa i la forma desnaturalitzada no és prou gran per tal de definir
clarament una transicié de desnaturalitzacid. Per altra banda, les electroforesis molt
llargues no proporcionen millors resultats ja que la difusio de la banda de proteina
contraresta qualsevol guany en la separacio.

Tincio
1. Cobrir el gel amb una dissolucié de Blau de Coomasie (vegeu Apéndix) durant un
minim de 15 minuts.

2. Eliminar la soluci6 de tinci6 i dur a terme diversos rentats amb acid acétic al 7%.
Els gels poden conservar-se per temps prolongats en aquesta solucid. Aquesta
soluci6 també permet la descoloracid total del gel.
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Ambdues etapes es van dur a terme a temperatura ambient i amb agitacio suau.

2.2.3.2.4. Analisi de les corbes de desnaturalitzacio

Basicament, es tracta d'aplicar el model de Clarke 1 Fersht que es va emprar per
analitzar les corbes de desnaturalitzacid per urea monitoritzades mitjangant
fluorescéncia i que s’exposen en I’apartat 2.2.3.1.3, pero substituint el parametre
intensitat de fluorescéncia per la mobilitat electroforética. El procediment que es va
seguir s’exposa de manera detallada a 1’apartat corresponent de resultats 1 discussio
(apartat 3.5.4.2.2).
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3.1. Eleccio dels residus a substituir: criteris seguits

Darrerament, I’RNasa A ha estat una proteina molt estudiada mitjancant t€cniques
d’enginyeria de proteines, no només per intentar resoldre les relacions entre
estructura i funcid (Cuchillo i col., 1987; Raines, 1988), sind també per les seves
possibles aplicacions com a agent terapeutic (Leland i col., 1998). Tanmateix, fins al
moment i pel que coneixem, no s’han generat variants de I’'RNasa A amb la finalitat
de realitzar estudis que permetin establir un lligam entre 1’estructura i el plegament (a
banda de variants dels residus de cisteina i prolina).

Ates que congixer el nexe entre estructura i plegament de les proteines €s un dels
requisits per poder encarar altres estudis, com ara la modificacié de les propietats de
proteines naturals o la sintesi de novo de proteines no presents en la natura, aquest €s
un camp d’estudi molt captivador. En aquest sentit, si aprofitem el grau de
coneixement que hom té de ’RNasa A, aquesta proteina pot ésser un bon model per
dur a terme aquest tipus d’estudis.
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Per ’'RNasa A s’ha suggerit I’existéncia de diferents CFIS al llarg de la cadena
polipeptidica que indueixen a la formacié de regions amb cert grau d’estructura en
les primeres etapes del procés de plegament (Matheson 1 Scheraga, 1978; Nemethy i
Scheraga, 1979). S’ha proposat que un dels CFIS més estables s’estén des del residu
106 al 118 (Beals i col., 1991; Dodge i Scheraga, 1996), una regié molt hidrofobica
de la proteina que constitueix en I’estat natiu, tal i com s’il-lustra en la FIGURA 3.1.A,
una estructura tipus forca, la qual s’integra dins d’una estructura en full B formada
per 4 cadenes [ antiparal-leles (Wlodawer i col., 1988).

Els protons amida d’aquesta regid presenten una proteccid notable enfront d’un
bescanvi H-D durant el procés de desplegament de la proteina (Zhang i col., 1995;
Talluri 1 Sheraga, 1990; Robertson i Baldwin, 1991; Nash i col., 1996; Neira i col.,
1999) 1 aixi mateix, una proteccid primerenca en els primers estadis de plegament
(Udgaonkar i Balwin, 1995). En relacié amb la seqiiencia d’aminoacids i la polaritat,
aquesta regio es troba molt conservada al llarg de la superfamilia de les ribonucleases
(Beintema 1 col., 1997). Aquests fets corroboren la importancia d’aquesta regio en el
manteniment de I’estructura i possiblement en el plegament de ’RNasa A.

L’estructura inicial que es forma en els CFIS es troba en rapid equilibri amb
I’estat desplegat 1 promou I’etapa inicial, no limitant, del plegament. Tot 1 la
diversitat de fases de replegament que s’originen de la isomeritzacid cis-trans dels
enllagos peptidics X-Pro, s’ha observat que els intermediaris que es formen en les
etapes inicials del procés de replegament presenten al voltant de la regi6 106-118
protons amida protegits de I’intercanvi H-D i certa estructura secundaria (Zhang i
col., 1995).

Com s’ha plantejat en els objectius d’aquest treball, per tal de provar la
contribuci6 de la regiéo 106-118 en I’estabilitat de la proteina, i la importancia de la
hidrofobicitat, la mida i la forma de les diferents cadenes laterals alifatiques tant en
I’estabilitat com en el procés de plegament/desplegament, es van proposar variants
de I’'RNasa A que afectaven puntualment les posicions 106-109, 116 i 118 (FIGURA
3.1.B).

La major part de les substitucions puntuals proposades son conservatives, ¢s a dir,
delecions no disruptives de grups metil/metilé en aquestes cadenes laterals, amb la
qual cosa es buscava minimitzar els reordenaments estructurals i la possible
contribuci6 d’efectes esterics.

Aixi doncs, les cadenes hidrocarbonades dels residus alifatics es va escurgar
sistematicament. Els reemplacaments d’isoleucina per leucina que es van proposar
suposen una excepcio. Donat que aquestes cadenes laterals presenten quasi bé la
mateixa mida, pero tenen una distribucio6 espacial dels grups metil/metile diferent, les
substitucions d’isoleucina per leucina podrien provocar canvis en I’ambient on es
troba la cadena lateral i proporcionar informacié complementaria de la flexibilitat
conformacional a nivell local.
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FIGURA 3.1
A <4—N-terminal
C-terminal
B

(A) Representacio esquematica de 1’estructura tridimensional de I’'RNasa A on es mostra I’emplagament de la
regio 106-118 (color groc). (B) Detall de la regié C-terminal on es presenten, en vermell, les cadenes laterals
hidrofobiques que han estat substituides en aquest treball. La cadena lateral de la tirosinal 15 es mostra de color
rosa.
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Ja que la majoria de les substitucions proposades introdueixen una cavitat en la
regio6 estudiada, aquestes eren, a priori, un bon model per comparar els efectes de les
altes pressions sobre l’estructura proteica amb relacid als efectes produits per la
temperatura.

Aixi doncs, es van obtenir les segilients proteines variants: [106A/L/V, I107A/L/V,
V108A/G, A109G, V116A/G, V118A/G.

D’altra banda i per tal d’aconseguir més informaci6 de la regiéo 106-118 de
I’RNasa A, es va reemplagar la Tyrl15 per un triptofan (FIGURA 3.1.B). Aquest
residu es troba en un gir d’inversio B de tipus VI, que s’estén de la Glyl12 a la
Tyrl15 (Wlodawer i col., 1988). D’entrada, atés que I’RNasa A no conté cap residu
de triptofan, aquest reemplacament havia de proporcionar una unica sonda
fluorescent per tal de seguir el plegament/desplegament d’aquesta regié de la
proteina per mitja d’espectroscopia de fluorescencia. Segons Juminaga i col. (1997),
la isomeritzacié de I’enllag peptidic X-Proll4, que en I’estat natiu es troba en
conformacié cis, permet discriminar entre les espécies de replegament molt rapid
(Uyg) 1 les especies de replegament rapid (Ur) de I’RNasa A. Aixi, la fluoresceéncia del
Trpl15 podria ser emprada també per monitoritzar la isomeritzacid cis-trans de
I’enllag peptidic X-Prol114 durant el procés de plegament/desplegament de I’RNasa
A. A més, convé ressaltar que Montelione i col. (1984) van suggerir que les
interaccions locals presents en el peptid aillat Asnl113-Prol114-Tyr115 (amb I’enllag
peptidic Asn-Pro tant en conformacié cis com en conformacio frans) determinen
I’estructura en gir d’inversid que presenta aquesta regid en 1’estat natiu de la
proteina. Donat que aquestes interaccions son essencials per la formacié del gir
d’inversio i per tant de ’estructura tipus full B adjacent que ha estat proposada com
un possible CFIS, aquesta variant Y115W podria permetre, mitjangant fluorescéncia
1 técniques de cinctica rapida, obtenir informacié d’una de les etapes inicials del
plegament de la proteina. Considerant que la Tyrl15 esta situada proxima a la
superficie, lluny del nucli hidrofobic de la proteina, aquest emplacament no havia de
dificultar 1’acomodacié d’un triptofan, malgrat que aquest sigui un residu més
voluminos.

3.2. Descripcio de la regio que ha estat subjecte de
Pestudi

L’estructura tipus forca que compren el CFIS en estudi esta formada per la sisena
i setena cadenes B de I’RNasa A (per una millor localitzacié dels diferents elements
d’estructura secundaria vegeu la FIGURA 1.1). D’una banda, els residus Ile106,
Ile107, Val108 i Alal09 corresponen als quatre primers residus de la sisena cadena 3
(residus 106 a 111). D’altra banda, els residus Valll6 1 Valll8 estan emplagats,
respectivament, en la primera i tercera posicio de la setena cadena 3 (residus 116 a
123). Ambdues cadenes 3 es troben enllagades pel gir d’inversi6 (residus 112 a 115)
on es troba situada la Tyr115.
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L’Tle106 es troba gairebé totalment enterrada dins la proteina ja que presenta una
area accessible al solvent de tant sols 2.1 A% La seva cadena lateral s’empaqueta
enfront dels residus contigus de la seqiiéncia primaria 1 davant per davant de les
cadenes B4 (Met79, 1le81), Bs (Lys104) i B7 (Phel20, Alal22), aixi com de I’h¢lix o
(Val54) i el residu Ser75.

L’Ile107 exhibeix una area accessible al solvent de 19.7 A% i s’empaqueta de cares
als residus veins de la seqiiéncia d’aminoacids i a les cadenes B; (Cys72, Tyr73,
GIn74) i B7 (Aspl121, Alal22), aixi com el residu C-terminal (Vall24).

La Vall108 es troba molt enterrada dins el nucli hidrofobic de la proteina. La seva
cadena lateral mostra una area accessible al solvent de 2.4 A% Aquesta s’empaqueta
enfront dels residus adjacents de la seqiiéncia primaria i les cadenes B3 (Tyr73), B7
(Pro117, His119, Phe120, Asp121), aixi com I’helix o (Phe8) i I’helix 3¢ (Val57).

L’Alal09 t¢ una exposicié al solvent de 2.6 A% La seva cadena lateral
s’empaqueta de cares als residus adjacents en la seqiiéncia primaria i a les cadenes [3;
(Cys72, Tyr73), B7 (His119) i la cadena lateral d’Asn71.

La Valll6 presenta una area accessible al solvent de 39.7 A% i s’empaqueta
enfront dels residus contigus de la seqliencia primaria i davant per davant de I’helix
oy (Ala5), I’hélix o3 (GIn55) i la cadena Bg (Glul11).

La Vall18 mostra una exposicio al solvent de 39.2 A% L’empaquetament de la
seva cadena lateral té lloc de cares als residus veins de la seqiiéncia d’aminoacids, a
la cadena B¢ (Alal09, Glul11) i a I’hélix o (Ala4, Phe8).

Finalment, la Tyr115 es troba emplagcada més cap a la superficie. Aquesta cadena
lateral presenta una area accessible al solvent de 107.6 A” i s’empaqueta de cares als
residus adjacents de la seqiiéncia primaria i a les cadenes B¢ (Cys110, Glulll,
Glyl112), B3 (Tyr73) i I’h¢lix 3o (Cys58).

Els calculs d’area accessible al solvent han estat efectuats utilitzant el programa
XAM (veure Apéndix).

3.3. Obtencio del gen de ’RNasa A modificat amb
les corresponents mutacions

L’obtencio de les diverses construccions que codifiquen 1 han permes 1’expressio
de les catorze variants d’RNasa A, proposades per als estudis descrits en els objectius
d’aquest treball (apartat 1.4), es va dur a terme de manera simultania.

El gen es va aconseguir gracies a la cessio del vector pBXR per part del Dr. R. T.
Raines de la Universitat de Madison-Wisconsin (EUA). Aquest és un vector
d’expressid que resulta de la clonacié del cDNA codificant per I’'RNasa A en el
vector pET22b(+) (delCardayré i col., 1995).
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El gen es va clonar en M13mpl19 i pUC119 generant-se les construccions
M13mp19.BPR i pUC119.BPR, respectivament. Aquests plasmidis es van utilitzar
com a motlle en les reaccions de mutagenesi dirigida per oligonucleotid, les quals
tenien com a finalitat introduir les mutacions desitjades en el gen de ’RNasa A.

Els oligonucleotids utilitzats per introduir aquestes modificacions en el gen
salvatge son els que es presenten en la TAULA 3.1. Aquests oligonucleotids
mutagenics son emprats juntament amb un oligonucleotid extern al gen, com a
encebadors de la primera PCR del procés de mutagénesi dirigida (veure Apéndix).

La validacié del procés de mutagenesi es va realitzar mitjancant la seqiienciacio
de les construccions pUCI119.BPR amb la corresponent mutacid. D’aquesta manera
es va confirmar que en cada una de les construccions s’havia introduit només la
modificacié desitjada i que cada un dels gens recombinants codificava per les 14
variants proteiques proposades.

Per tal de poder dur a terme 1’expressio heterologa de les diferents variants, el gen
modificat es va clonar en el vector d’expressi0 pET22b(+), generant aixi les
construccions  pBXR.Y115W, pBXR.I106A, pBXR.[106V, pBXRI106L,
pBXR.I107A, pBXR.I107V, pBXR.I107L, pBXR.V108A, pBXR.V108G,
pBXR.A109G, pPBXR.V116A, pPBXR.V116G, pPBXR.V118A i pPBXR.V118G.

Un esquema del procés que ha permes generar les construccions plasmidiques que
han possibilitat la produccio de les proteines que s’han utilitzat en aquest estudi es
presenta a la FIGURA 3.2.

TAULA 3.1

Oligonucleotids utilitzats per a ’obtencio dels gens mutants de ’RNasa A.

Nom Mutacio Seqiiéncia®
Oligo #1 Y115W 5'- T GAG GGA AAC CCG TGG GTG CCA GTC CAC TT -3'
Oligo #2 [106A 5’- CAG GCG AAT AAA CAC GCT ATT GTG GCT TGT GAG -3
Oligo #3 1106V 5’- CAG GCG AAT AAA CAC GTG ATT GTG GCT TGT GAG -3’
Oligo #4 1106L 5’- CAG GCG AAT AAA CAC CTG ATT GTG GCT TGT GAG -3
Oligo #5 I107A 5- G GCG AAT AAA CAC ATC GCT GTG GCT TGT GAG GG -3’
Oligo #6 1no7v 5’-G GCG AAT AAA CAC ATC GTG GTG GCT TGT GAG GG -3’
Oligo #7 I1107L 5- G GCG AAT AAA CAC ATC CTG GTG GCT TGT GAG GG -3’
Oligo #8 V108A 5’-CG AAT AAA CAC ATC ATT GCG GCT TGT GAG GGA AAC -3’
Oligo #9 V108G 5°- CG AAT AAA CAC ATC ATT GGC GCT TGT GAG GGA AAC -3’
Oligo #10 A109G 5’- AT AAA CAC ATC ATT GTG GGC TGT GAG GGA AAC CC -3’
Oligo #11 V116A 5’- AG GGA AAC CCG TAC GCG CCA GTC CAC TTT GAT-3’
Oligo #12 V116G 5’- AG GGA AAC CCG TAC GGC CCA GTC CAC TTT GAT-3’
Oligo #13 V118A 5°- AC CCG TAC GTG CCA GCG CAC TTT GAT GCT TCA G-3’
Oligo #14 V118G 5’- AC CCG TAC GTG CCA GGC CAC TTT GAT GCT TCA -3’

? Les bases escrites en negretes son les modificades
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FIGURA 3.2
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Esquema de la construcci6 del vector pBXR.mutacio. Tenint en compte la identitat del procediment, aquest s’ha

exposat englobant cadascun dels canvis introduits en el gen dins del terme “mutacié”. amp, gen de resisténcia a

l'ampicil-lina; lac I, seqiiéncia codificant pel repressor lac; lac Z, gen que codifica per I’extrem N-terminal de la
[-galactosidasa; BPR, gen de I’'RNasa A.
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3.4. Expressio i purificacio de les ribonucleases
recombinants. Comprovacio de la seva puresa i
homogeneitat

Com a pas previ a la producci6 de les proteines recombinants en quantitats
necessaries per realitzar els estudis estructurals recollits en els objectius, es va dur a
terme la comparacio dels nivells d’expressié de cadascuna de les 14 variants respecte
a la proteina salvatge.

Per fer aquesta comparacié es van analitzar electroforéticament els sediments
cel-lulars de cultius induits amb IPTG de les cel-lules BL21(DE3), les quals havien
estat transformades amb cadascuna de les construccions que haurien de permetre
I’expressio de les diferents variants i de ’RNasa A salvatge.

FIGURA 3.3

WT V118G
Oh 3h Oh 3h

- —

A a2 =

Electroforesi en gel de
poliacrilamida-SDS al 15%
tenyit amb Blau de Comassie
(A) i electroforesi en gel de
poliacrilamida-SDS al 15%
amb poli(C) revelat per
activitat (B) que mostren
I’expressi6 de les proteines
recombinant salvatge i variant
V118G en un cultiu al temps
d’induccid zero (abans
d’induir) i tres hores després
d’haver induit cada cultiu amb
IPTG 1 mM. Carrer: 1. RNasa
A salvatge, temps d’inducci6 0
h. 2. RNasa A salvatge, temps
d’induccié 3 h. 3. V118G
—13.7 KDa temps d’inducci6 0 h. 4.

V118G, temps d’inducci6 3 h.

= 13.7 KDa

L’analisi electroforetica realitzada en gel de poliacrilamida-SDS tenyit amb Blau
de Coomassie 1 en gel de poliacrilamida-SDS amb poli(C) revelat per activitat
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(zimograma), va permetre observar, com es mostra a la FIGURA 3.3 per la variant
V118G, que la introduccié de les diverses mutacions en el gen de ’'RNasa A no té
cap efecte significatiu, segons el metode d’analisi utilitzat, en els nivells d’expressio
de cadascuna de les variants.

Per bé que s’han assajat altres procediments de purificacid que permeten obtenir
una quantitat acceptable de proteina (procediment A de 1’Apéndix), el procediment
de purificaci6 finalment adoptat (procediment B de 1’Apendix) ha permes escurgar el
temps d’obtencidé de les proteines i eludir la utilitzaci6 de 1’urea com a agent
desnaturalitzant. Aquest darrer procediment s’iniciava amb el trencament de les
cel-lules amb la premsa de French. Tot seguit se separaven per centrifugacid els
cossos d’inclusio. El procediment continuava amb la desnaturalitzacié d’aquests
agregats amb Gnd-HCI1 6 M 1 la reducci6 amb DTT a una concentracio final de 0.1
M. La mostra, desnaturalitzada i reduida, es dialitzava en front d’acid acetic 20 mM
durant 12-15 hores i es diluia en un amortidor de replegament (Tris-acetat 100 mM,
GSH 3.0 mM, GSSG 0.6 mM, pH 8.0) a una concentracié de proteina de 0.3 mg/ml.
La mostra s’incubava en aquestes condicions a temperatura ambient durant 15 hia
continuacio es baixava el pH amb acid acétic per aturar el procés d’oxidacio.

En aquesta etapa i segons mostra el gel de poliacrilamida-SDS tenyit amb Blau de
Coomassie de la FIGURA 3.4.A (carrer 4) i el zimograma de la FIGURA 3.4.B (carrer
4), la proteina es podia considerar electroforéticament pura.

FIGURA 3.4

(A) Electroforesi en gel de poliacrilamida-SDS
al 15% tenyit amb Blau de Coomassie de les
fraccions obtingudes de la variant Y115W pel
procediment de purificacié B. 1. Marcadors de
massa molecular Bio-Rad: fosforilasa B
(142.900 Da), Albtimina de serum bovi (97.200
Da), ovoalbumina (50.000 Da), anhidrasa
carbonica (35.100 Da), inhibidor de tripsina de
soja (29.700 Da) i lisozim (21.900 Da); 2.
Fraccido soluble corresponent al procés de
solubilitzacié de la variant Y115W amb

Tris/HCl 20 mM, EDTA 10 mM, Gdn-HCI 6
M, DTT 0,1 M (pH 8.0) posterior al procés de

trancament cel'lular. 3. Fracci6 de proteina
soluble de la dialisi enfront d'acid acetic 20
mM. 4. Fraccio corresponent al final del procés
de replegament i reoxidacié. 5. Fraccid
majoritaria de la cromatografia de bescanvi
cationic per HPLC (Mono-S HR 5/5-FPLC). 6.
Fraccié majoritaria de la cromatografia de
bescanvi cationic per HPLC (Mono-S) de
I’'RNasa A recombinant salvatge. 7. RNasa A
comercial. (B) Electroforesi en gel de
poliacrilamida-SDS al 15% amb poli(C) revelat
per activitat de les mateixes mostres (el carrer 1
no apareix)
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Tanmateix, calia confirmar la seva homogeneitat (abséncia de formes mal
plegades de la mateixa proteina). Aixi doncs, la proteina es va sotmetre a una etapa
cromatografica per HPLC.

Ates que la mostra estava molt diluida, aquesta es va concentrar per ultrafiltracid
tangencial fins a un volum final d’aproximadament 40 mL, el qual es va aplicar a una
columna de bescanvi cationic Mono-S d’HPLC.

El cromatograma obtingut (FIGURA 3.5) presentava un pic principal acompanyat
de tot un seguit de pics minoritaris.

FIGURA 3.5
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Cromatografia de bescanvi cationic en columna Mono-S HR 5/5-FPLC per HPLC de la variant V118G. La
mostra estava constituida per la fraccio corresponent al final del procés de replegament i reoxidacid, una vegada
concentrada per ultrafiltracié i dialitzada. La columna es va equilibrar amb l'amortidor TrisHCI 20 mM (pH 8.0).
La mostra es va eluir dins d’un gradient lineal de NaCl de 0 a 0.25 M en el mateix amortidor d'equilibrat durant
60 minuts. La franja negra indica el pic pertanyent a la fracci6 de proteina correctament plegada.

El seguit de pics que apareixen a concentracions de sal menor que el pic principal
1 que s’observen com a minoritaris en el perfil d’elucid que es representa en la
FIGURA 3.5, es van analitzar per electroforesi en gel de poliacrilamida SDS tenyit
amb Blau de Coomassie. Per cada un dels pics s’observava una unica banda amb la
mateixa mobilitat electroforética (no es mostra). L’analisi per zimograma de les
mateixes mostres va demostrar que totes presentaven activitat ribonucleasa. Dodge 1
Sheraga (1996) havien observat que durant el procés de replegament de la RNasa A
es poden formar diversos intermediaris de plegament estables que mantenen enllagos
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disulfur intermoleculars amb el glutatio. Com que cada pont disulfur amb el glutatid
augmenta la carrega negativa de la proteina a pH 8.0, qualsevol molécula que
presenti menys de quatre ponts disulfur intramoleculars hauria d’eluir, en una
cromatografia de bescanvi cationic, a una concentracidé de NaCl menor que la
proteina nativa. Es per aquest motiu que es va concloure que el perfil d’elucio
obtingut mostra la preséncia de diverses isoformes amb ponts disulfur mixtes amb

glutatié que es generarien durant el procés de replegament.

FIGURA 3.6

=
=
o
o0
IS
<
8
Q
=
3
2
5
172}
8
<
=
=
o
0
IS
<
<
8
Q
=
S
=
8
172}
Ne)
<

0.50
0.257
0 - L’f
T T T T T T
10 20 30 40 50 60
Temps (minuts)
0.06
0.03 H
0 T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140

Temps (minuts)

(A) Perfil d’eluci6 de proteina enregistrat a 280 nm de la cromatografia de bescanvi cationic en columna Mono-S
HR 5/5-FPLC per HPLC. Les condicions de la cromatografia han estat les mateixes que les que s'han descrit a la
FIGURA 3.5. (B) Perfil d’elucio de proteina enregistrat a 280 nm de la cromatografia de fase reversa en columna
Vydac 214-TP C4 per HPLC. La columna es va equilibrar amb acetonitril 10%:TFA 0.1%. La mostra es va eluir
amb un gradient no lineal de 10-100% d'acetonitril. La mostra estava constituida en ambdds casos per les
fraccions del pic principal de la cromatografia de bescanvi cationic per HPLC, corresponent a la purificacio de la

variant V118G.
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Es va obtenir, en ambdds procediments de purificacid assajats un perfil d’elucio
molt similar, essent el rendiment mig d’aproximadament uns 15 mg de proteina pura
1 correctament plegada per litre de cultiu.

Cal destacar que, excepcionalment, en 1’etapa cromatografica per HPLC, el perfil
d’elucio de la variant V108G no presentava un pic principal, sind que s’observaven
diferents pics al llarg del gradient. En conseqiiéncia, el procediment estandard de
purificaci6 assajat semblava provocar algun efecte en el plegament d’aquesta variant
de I’RNasa A.

Ates que les substitucions que s’havien dissenyat anaven encaminades a estudiar
el paper de determinats residus en el plegament i I’estabilitat de la proteina es va
creure oporti dur a terme les etapes de replegament i dialisi de la variant V108G a
4°C. Amb aquesta modificacio en el procediment de purificacié es va aconseguir per
aquesta variant un perfil d’elucié que no diferia del perfil de les altres variants o de la
proteina salvatge obtinguda amb el mateix sistema d’expressio. Malgrat aixo, el
rendiment final, 9 mg per litre de cultiu, era lleugerament inferior comparat amb el
de qualsevol altra variant.

Aquests resultats convidaven a pensar d’entrada que les interaccions establertes
per la V108 en la proteina salvatge podien jugar un paper, si no determinant,
significatiu en el procés de plegament de la proteina a través d’alterar-ne I’estabilitat.

Finalment, i de caire analitic, es va recollir el pic principal i es va aplicar de nou a
una columna Mono-S i a una columna de fase reversa per HPLC Vydac-C4. En
ambdos casos es va obtenir un sol pic cromatografic, que refermava 1’homogeneitat
de la proteina. A la FIGURA 3.6 es mostren els perfils d’elucié ambdues
cromatografies corresponents a la variant V118G.

3.5. Caracteritzacio de les ribonucleases recombinants
i comparacio amb la proteina salvatge

3.5.1. Determinacio de les propietats catalitiques

Si bé un dels objectius d’aquest treball és estudiar la contribucié dels residus
hidrofobics de la regi6 106-118 de I’'RNasa A en ’estabilitat de la proteina, també es
va analitzar I’efecte de les substitucions dutes a terme en les propietats catalitiques de
I’enzim.

Per a les diferents RNases A modificades 1 mitjangant el metode
espectrofotometric, es van determinar els parametres cinetics per a substrats de baix
(C>p) 1 alt (poli(C)) pes molecular i es van comparar amb els que s’obtenen per la
proteina salvatge.
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La determinacié de [Dactivitat pel substrat C>p per mitja del métode
espectrofotometric ens permet estudiar la reaccid d’hidrolisi del procés de catalisi de
I’RNasa A . Pel que fa als assajos amb poli(C), aquests ens permeten estudiar la
primera etapa del procés de catalisi, la reaccié de transfosforilaci6. En el marge de
concentracions de substrat utilitzades, ’'RNAsa A mostra un comportament cinétic
que es pot ajustar emprant el model de Michaelis-Menten.

Amb anterioritat s’havia observat que no hi havia diferéncies significatives entre
els parametres cinetics de ’RNasa A recombinant salvatge i els de la purificada de
pancrees bovi (Coll, 1994) o els de la variant Y115W (Torrent, 1996).

Tal i com es pot observar en la TAULA 3.2, els valors dels parametres cinétics de
les diferents variants no mostren diferéncies prou grans respecte a la proteina
salvatge, com per poder discernir variacions en I’activitat catalitica entre les diferents
proteines pels substrats emprats.

TAULA 3.2

Parametres cinétics de ’RNasa A salvatge i les diferents variants per al substrat C>p i poli(C)

C>p
Enzim K, (mM) kea (min™) keat/ Ky (M”'s)x10°
Rec. salvatge * 0,70 155 3,69
1106A 0,68 116 2,84
1106L 0,89 144 2,70
1106V 0,69 136 3,29
1107A 0,77 133 2,88
1107L 0,76 149 3,27
1107V 0,74 149 3,36
V108A 0,79 139 2,93
V108G 0,87 128 2,45
A109G 0,64 180 4,69
VI116A 0,69 120 2,90
V116G 0,82 133 2,70
VI118A 0,65 115 2,95
V118G 0,66 122 3,08
Poli(C)

Enzim K, (mg/ml) Rel.Vyan/[Eo] (%) ” Rel. Vi /[E,] /Ky
Rec. salvatge * 0,32 100 313
1106A 0,30 76 253
1106L 0,37 79 214
1106V 0,33 93 282
1107A 0,40 89 223
1107L 0,34 75 221
1107V 0,31 83 268
V108A 0,44 108 245
V108G 0,38 81 213
A109G 0,32 69 216
VI116A 0,32 77 241
V116G 0,43 107 249
VI118A 0,39 81 208
V118G 0,40 92 230

“ Rec. salvatge: recombinant salvatge. b [E,] és la concentraci6 final d’enzim. Els valors de V;, per a ’'RNasa A
salvatge es refereixen com a 100%.
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Donat que els residus que es van modificar no es troben en 1’escletxa del centre
actiu, els resultats obtinguts suggereixen que els reemplagaments d’aquests residus
no han alterat 1’estructura nativa de la proteina de forma suficient com per produir un
canvi en la posicio de les cadenes laterals dels residus que participen directament en
la catalisi o que formen part dels subsetis d’interaccié amb el substrat. Aixi, aquesta
similitud en el comportament cinetic indica que probablement 1’estructura del centre
actiu de les ribonucleases recombinants estudiades és, si bé no idéntica, semblant a la
conformacié nativa de la proteina salvatge.

3.5.2. Analisi de I’estructura nativa per dicroisme circular

A fi de distingir si hi havia diferéncies estructurals entre els estats natius de les
diferents proteines, es va emprar I’espectroscopia de dicroisme circular.

Es va obtenir per a totes les variants estudiades, tant per la regi6 de 'ultraviolat
llunya (180-260 nm) com per la regi6é de I'ultraviolat proper (260-300 nm), un perfil
d’activitat Optica molt similar a I’obtingut per la ribonucleasa aillada de pancrees
bovi i la recombinant. D’entre les variants proposades per estudiar 1’efecte de la
substitucid sobre I’estabilitat i el plegament, unicament la variant V108G presenta
uns espectres lleugerament diferents. Per il-lustrar aquests resultats, en la FIGURA 3.7
es mostren els espectres de dicroisme circular que es van enregistrar per ’RNasa A
recombinant salvatge i la variant V108G. A més, també es representen els espectres
enregistrats per la variant 1106V, els quals, donada la seva semblanca amb els
espectres obtinguts per la resta de variants, serveixen com a model per a aquestes.

Com es pot observar en la FIGURA 3.7, tot i que I’'RNasa A conté només
aproximadament un 23% d’helix o (Wlodawer 1 col.,, 1988), els espectres a
I’ultraviolat llunya estan dominats per la contribucid6 d’aquest tipus d’estructura
secundaria, amb una banda negativa a 208 nm i un repla a 222 nm. Els espectres a
I’ultraviolat proper presenten una banda negativa amb un minim a 275 nm, la qual
resulta de les 6 tirosines i els 4 ponts disulfur presents en la proteina.

Pel que fa referéncia a la V108G, aquesta banda, a 275 nm, perd intensitat.
Aquesta variacio podria atribuir-se a un canvi en I’entorn d’alguna de les tirosines de
I’RNasa A. La més ben situada com a candidata a ser responsable seria la Tyr73 que
és la més propera (5A) de la Vall08 en I’estructura cristal-lina de ’'RNasa A.

A fi d’estimar el contingut d’helix o, per a cadascuna de les proteines assajades,
es va utilitzar el programa DICHROPROT (Deléage 1 Geourjon, 1993). Les
diferéncies entre els perfils de les bandes d’ellipticitat de les diferents proteines soén
massa petites com per poder concloure’n canvis en I’estructura secundaria. Els
percentatges d’helix o que es presenten en la TAULA 3.3, per a les diferents proteines
estudiades, son consistents amb el valor estimat per a I’'RNasa A salvatge mitjangant
cristal-lografia de raigs X (Wlodawer i col., 1988) 1 en cap cas s’observen diferéncies
superiors al 5% que ¢és el limit superior de precisid en 1’estimacid absoluta del
contingut en helix o utilitzant aquesta metodologia.
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FIGURA 3.7
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Espectres de dicroisme circular en la regié amida (A) i en la regi6é aromatica (B) de I’RNasa A salvatge (: ), la
variant V108G (------ ) i la variant 1106V (— —). Condicions experimentals: cacodilat sodic 10 mM (pH 5.0), T
= 10°C i una concentraci6 de proteina de 1 mg/mL (ultraviolat llunya) i de 0.5 mg/mL (ultraviolat proper).

D’altra banda, convé ressaltar que si bé en la regido de l'ultraviolat llunya,
I’espectre de dicroisme circular per la variant Y115W presenta diferéncies poc
significatives respecte a la resta d’espectres (no es mostra), en la regié de
I’ultraviolat aquest és, de forma evident, discordant respecte els demés (FIGURA 3.8).

Mentre la similitud espectral en la regié de 1’UV llunya estaria indicant que la
substitucio realitzada no altera I’estructura secundaria, la preséncia d’una banda
negativa menys marcada i centrada aproximadament a 280, 290 i 295 nm en
I’espectre de la variant Y115W vindria a confirmar la preséncia del triptofan en la
seqliencia d’aminoacids.
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FIGURA 3.8
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Espectres de dicroisme circular en la regié aromatica de ’'RNasa A salvatge (. ) i la variant Y115W (------ ).
Condicions experimentals: cacodilat sodic 10 mM (pH 5.0), T = 10°C i una concentracié de proteina de 0.5
mg/mL.

TAULA 3.3
Contingut en hélix o de les diferents proteines
estudiades
Proteina * Contingut en hélix o (%)
Salvatge 21.8
Rec. salvatge 20.4
Y115W 22.1
1106A 21.9
1106V 20.4
1106L 213
1107A 20.7
1107V 19.5
1107L 21.8
V108A 20.2
V108G 18.8
A109G 213
V116A 18.3
V116G 20.0
VI1I8A 20.5
V118G 19.5

¢ Salvatge: RNasa A comercial (no recombinant); Rec.
salvatge: recombinant salvatge
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3.5.3. Lesvariants hidrofobiques

3.5.3.1. Desnaturalitzacio per pressio i desnaturalitzacio per temperatura

L’ estudi del procés de desplegament de les proteines ha adquirit molt d’interés en
els darrers anys. Aquesta atencié ve donada no només perqué e desplegament d’una
proteina és indispensable per predir la seva estabilitat i per obtenir informacié del seu
procés de plegament, sind també per tal d’explotar e potencial biotecnologic dels
enzims que toleren condicions extremes i per estudiar la importancia de proteines
parcialment desnaturalitzades en e desenvolupament de certes malalties.

Per bé que s han dut a terme nombrosos estudis, no s ha reconegut cap model que
Sadeqii a mecanisme de desplegament de totes les proteines. Aixi, el
plegament/desplegament proteic ha estat descrit tant com un procés amb dos estats,
com un procés multiestat que compren intermediaris diversos (Ptitsyn, 1994;
Walkenhorst, 1997). Altres investigadors han desestimat la hipotes de I’ existéncia
d’ intermediaris i camins ben definits en la cinetica del plegament/desplegament
proteic i expliquen €ls resultats, tant experimentals com teorics, a partir d'un nou
punt de vista en que S utilitzen representacions de superficies d energia
conformacional, les anomenades energy landscapes (Chan i Dill, 1998).

Aquestes apreciacions en principi contradictories, s originen principalment per
tres motius: en primer lloc, donada la complexitat de la naturalesa macromolecular i
la diversitat de proteines, la interpretacidé experimental ha d'ésser dependent del
model; en segon lloc, convé ressatar que en funcié de la técnica de deteccid que
sutilitza, com ara I'NMR, CD, fluorescencia, etc., els esdeveniments de
desplegament que se segueixen difereixen I'un de I'atre, per tant, la interpretacio
experimental ha d' ésser dependent de la técnica de seguiment que S empra; i en
darrer lloc, s'ha de destacar també € caracter distintiu del desplegament, segons si
S'indueix per agents desnaturalitzants quimics, per calor o fred, i per pressio.

La utilitzacié d agents desnaturalitzants quimics presenta |’inconvenient que per
estimar els parametres termodinamics, la transici6 de desnaturaitzacio sha
d’extrapolar a una concentracio zero d agent desnaturalitzant, i a més, sovint és molt
dificil especificar la interaccio de I’agent quimic amb la proteina, i encara més quan
aguest pot interaccionar de manera diferent amb diferents estats de plegament o
desplegament.

La utilitzacio de la temperatura com a agent desnaturaitzant ve limitada pel fet
gue moltes proteines precipiten a elevades temperatures 0 mostren canvis estructurals
irreversibles.

La pressio, a contrari, donat que pertorba (dins d’un interval limitat) I’equilibri
guimic de manera reversible ens proporciona una alternativa adient per tal de
desnaturalitzar una proteina. Atés que la major part dels estudis de desplegament de
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proteines shan dut a terme mitjancant la utilitzacio de reactius quimics o
temperatura, practicament és desconeix € lligam entre I’ efecte de la desnaturalitzacio
per pressio i els altres sistemes que s usen habitualment o0 amb més tradicio.

Les proteines model per aquest tipus d estudis han de presentar dos requisits:
d’ una banda, la reacci6 de desplegament ha de ser reversible tant per pressié com per
temperatura i d'atra banda, per simplificar I’andlisi, les diferents proteines han
d ésser gairebeé identiques pero han de presentar un sol tret distintiu que afecti la seva
estabilitat, per tal de poder atribuir € canvi observat en un determinat parametre a
una pertorbaci6 concreta.

Els nombrosos estudis reditzats amb I’'RNasa A, no només sobre aspectes
estructurals, fan pensar en aguesta proteina com a un model per a qualsevol tipus
d estudi o comparacié. El conjunt de variants de la regio 106-118 de I’'RNasa A,
proposades per l'interes en caracteritzar la influencia de les substitucions en
I’ estabilitat i/0 €l plegament, és d entrada també, un bon model per a la realitzacio
d un estudi comparatiu sobre |’ efecte d’ agents desnaturalitzants diferents.

3.5.3.1.1. Espectroscopia d absorcio a I’ ultraviolat de quarta derivada

3.5.3.1.1.1. Variacio de |’ espectre d’ absorcio en funcio de la pressié i dela
temperatura

Les cadenes laterals aromatiques dels aminoacids fenilalanina, tirosina i triptofan
absorbeixen llum ultraviolada, i conseglientment presenten bandes d absorcid
prominents, en la regio de I’ espectre situada entre les longituds d’ona de 260 i 300
nm.

Aquestes bandes d'absorcié a I'ultraviolat tenen una amplaria considerable, a
causa de les vibracions de I'estructura, i se sobreposen. A més la difusibilitat
d aquestes bandes s accentua quan diversos cromofors d’'un mateix tipus (com per
exemple, diferents residus de tirosina) es troben emplacats en diferents
microambients de la proteina.

La resolucié de I’ espectre d’absorcio es pot optimitzar mitjancant el cacul de la
segona o de la quarta derivada de I’ espectre (Talsky, 1994) (FIGURA 3.9).

Si bé I’ espectroscopia d absorcid de segona derivada permet detectar canvis en
I”ambient dels residus de tirosina (Fisher i Sligar, 1985; Kornblatt i col., 1995), €l
calcul de la quarta derivada presenta |’ avantatge que el maxim de I’ espectre original
correspon a un maxim de I’ espectre d’ absorcio de derivada. A més la quarta derivada
possibilita un estudi més selectiu i resolutiu dels canvis que tenen lloc en |I’ambient
dels tres tipus de residus aromatics (Mozo-Villarias i col., 1991; Padros i col.,
1984a,b; Langei col., 1996a).

Lange i col. (1996b) van aplicar |’espectroscopia d'absorcié a I’ ultraviolat de
quarta derivada per estudiar els canvis estructurals en proteines induits per la pressié
i per la temperatura. El calcul de la quarta derivada es va optimitzar per seguir els
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canvis en els aminoacids aromatics predominants en la proteina que s assgjava (veure
apartat 2.2.2.1.1).

FIGURA 3.9
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Comparacio dels espectres d' absorcié d’ordre zero i de quarta derivada de I’ estat natiu (19°C 34 ) i de I'estat

desnaturalitzat (73°C % % ) de lavariant V116A de I’'RNasa A. Condicions experimentals. acetat sddic 50 mM
(pH 5.0), P=0.1 MPai unaconcentracio de proteinade 1 mg/ml.

Considerant els avantatges que ofereix € métode de quarta derivada, en aquest
treball es va emprar |’absorcié al’ ultraviolat per seguir e procés de desnaturalitzacio
induit per pressi i per temperatura de I’ RNasa A savatge i de les seves variants.

Com es pot observar en la FIGURA 3.10, I'RNasa A conté 6 tirosines. D’ aquestes,
la Tyr115 es locdlitza dins de la regié 106-118 i les Tyr73 i 76, tenint en compte
I’espai tridimensional de la proteina, estan emplacades a prop d aquesta regio. Si bé
les Tyr76 i 115 es troben en girs d’ inversio i presenten respectivament un 46.5% i un
33% de la seva area exposada a solvent, la Tyr73 es troba en un full plegat b i forca
enterrada (9.4%). Les altres tres tirosines (Tyr25, Tyr92 i Tyr97) es troben bastant
allunyades respecte alaregid en estudi. La Tyr25 (en una hdlix a) i la Tyr97 (en un
full plegat b) presenten cadascuna un 4.1% d' area accessible a solvent i la Tyr92 (en
un gir d'inversio) un 39.3%. Segons Juminagai col. (1997), els quals van dur aterme
reemplacaments diversos de les tirosines per fenilalanines, la diferéncia d absorcio
entre |'estat plegat | € desplegat de I'RNasa A s origina principalment a causa de
variacions en I’ambient d aquestes tirosines més allunyades respecte la regio 106-
118 (un 38% en la Tyr25, 13% en la Tyr92, 39% en la Tyr97, i resta un 10% per a
una quarta tirosina). En consequiéncia, |’ espectre d’absorcio a I’ ultraviolat de quarta
derivada no ens proporciona informacio local de laregié modificada, Sind que resulta
d’ una mitjana dels canvis que tenen lloc en I’ ambient d’ aguestes tirosines.

81



3. Resultatsi discussio

FIGURA 3.10

Representacié de I’ estructura tridimensional de I'RNasa A amb €ls residus de tirosina indicats. En carbassa,
aquells residus de tirosina que segons Juminaga i col. (1997) promouen els canvis d'absorcié que s observen
durant el desplegament (Tyr92, Tyr97 i Tyr25).

A fi de digtingir els canvis en |'espectre d'absorcié durant e procés de
desplegament de I’'RNasa A originats per les tirosines, dels canvis generats per la
presencia d'altres especies que també absorbeixen, com ara la fenilaanina i les
cisteines, els espectres de quarta derivada es van calcular emprant les condicions
optimes descrites per Langei col. (1996a) (DI = 2.6) (veure apartat 2.2.2.1.1).

EnlaFIGURA 3.11 es presenten els espectres de quarta derivada enregistrats per la
variant V116A en funcié de la pressié i de la temperatura. Com es pot observar en
aquesta figura, tant la pressié com la temperatura indueixen un canvi en I’absorcio i
un desplacament dels espectres de quarta derivada cap a blau. Aquests canvis
reflecteixen un augment en la polaritat a |I’entorn de les tirosines de la proteina, a
causa de la progressiva solvatacio d aquests residus durant € desplegament (Lange i
col., 1996b).
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FIGURA 3.11
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(A) Espectre d'absorcid al’ ultraviolat de quarta derivada de la variant V116A en funci6 de la pressié, entre 0.1 i
450 MPa. Condicions experimentals: MES 50 mM (pH 5.0), T = 40°C i una concentracio de proteinade 1 mg/ml.
(B) Espectre d' absorci6 al’ ultraviolat de quarta derivada de la variant V116A en funci6 de la temperatura, entre
19i 73°C. Condicions experimentals: acetat sodic 50 mM (pH 5.0), P = 0.1 MPai una concentracio de proteina
de 1 mg/ml.

Els espectres de quarta derivada en funcio de la pressio i de la temperatura, per a
gualsevol variant estudiada, mostren un punt isosbestic principal a voltant de 284
nm. Pel que fa a la desnaturalitzacio per temperatura, S evidencien fins a dos punts
isoshestics secundaris: un dels quals engloba els primers espectres (proxims a |’ estat
natiu) i I’altre, els darrers espectres (estat desplegat). Aquest fet (que no es percep en
la FIGURA 3.11.B) és indicatiu de canvis intrinsecs a |’espectre de les tirosines,
promoguts per la temperatura, i que es manifesten tant en els espectres de I’ estat
natiu de la proteina com de I'estat desplegat. Per refermar aix0, es va enregistrar
I’ espectre de quarta derivada, en aigua i en etanol, de I'’ATEE (un compost model
dels residus de tirosina de les proteines) en funcio de latemperatura. A diferencia del
gue succeeix amb la pressié (Langei col., 19964), en aquest treball hem observat que
un augment de la temperatura comportava I’ aparicio de punts isosbestics (com és ara
e que semplaga 284 nm), acompanyats per una disminucié en I'absorcié i un
desplacament de |’ espectre, tal i com es veu en la FIGURA 3.12.

Aquest desplacament de |’espectre intrinsec de les tirosines fa que e punt
isosbestic principal, que caracteritza la transicié de desnaturalitzacio proteica, es
dispersi i consegiientment apareguin els dos punts isosbestics secundaris que s han
esmentat abans. Respecte a la pressio, € desplacament de I’ espectre de I' ATEE era
practicament negligible, s més no fins a 450 MPa i amb la resolucié experimental
emprada. Aixi doncs, conveé ressaltar que els punts isosbestics secundaris induits per
la temperatura no s originarien per un proces de desplegament de la proteina, sind
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que son propis de canvis intrinsecs a |’ espectre de les tirosines. Es pot concloure per
tant, que & punt isoshéstic principal que S observa en ambdds processos de
desnaturalitzacié és indicatiu d’ un desplegament de la proteina en dos estats, € natiu
i e desnaturalitzat. Com és paes en la FIGURA 3.11 i per a totes les proteines
estudiades, I’ efecte de la pressié en |’ espectre de quarta derivada és molt similar a
I’ efecte obtingut per ata temperatura. Aquest fet ens indicaria que la polaritat de
I”ambient en qué es troben les tirosines durant €l procés de desplegament per pressio
varia de manera molt similar al de temperatura. Aixi mateix, per ambdos estats
desnaturalitzats, |’ entorn de les tirosines presenta una polaritat semblant.

FIGURA 3.12
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Espectre d' absorcié a I ultraviolat de quarta derivada de I’ ATEE en funcié de la temperatura, entre 5 i 90°C.
Condicions experimentals: acetat sodic 50 mM (pH 5.0), P= 0.1 MPai una concentracié d ATEE de 0.3 mM. Es
pot observar |’ aparicié d' un punt isoshestic aproximadament a 284 nm.

3.5.3.1.1.2. Efecte de les substitucions en |’ estabilitat

Per tal de poder calcular I estabilitat de les diferents variants i comparar-la amb la
de la proteina savatge, es va representar € canvi d absorcié, per exemple la
diferencia d’amplitud cumulativa (CDA) (veure apartat 2.2.2.1.3.3), en funci6 de la
pressio o de la temperatura. En tots €l's casos s observa una transicié sigmoidal i unes
regions pre- i post-transicié gairebé lineds (FIGURA 3.13). Agquesta transicio
correspon a procés de desnaturalitzacio proteica. Convé ressdtar que totes les
transicions espectrals que es van obtenir eren reversibles.
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FIGURA 3.13
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Corbes de desnaturalitzacio per pressio (A) i per temperatura (B) de lavariant V116A. Augment (-) i disminucio
(0) de pressio o temperatura. La linia continua correspon a un ajust no lineal de minims quadrats de les dades
basat en un model de dos estats.

Les corbes de desnaturalitzacio es van gjustar a un model termodinamic de dos
estats, € qual es va combinar amb funcions lineals per tal d’ gjustar la pendent de la
pre- i post-transicié (Lange i col., 1996). A les TAULES 3.4 i 3.5 es presenten
respectivament els parametres termodinamics que es van calcular a partir de les
transicions de desplegament induides per pressio i per temperatura, de cadascuna de
les proteines estudiades, per mitja de la metodologia descrita a l’ apartat 2.2.2.1.3.3.

Per a la pressio, I’energia lliure de desplegament es va mesurar a 40°C i a 0.1
MPa. Per tal de comparar ambdds processos de desnaturalitzacio sota les mateixes
condicions, la DGy per temperatura es va calcular utilitzant I'equacio 3.1 (Elwell i
Schellman, 1977) i ds valors de DHTy2 i T2 que es detalen en la TAULA 3.5. El
valor de DC, esvafixar a5.3 J K tmol*'(Makhatadze i Privalov, 1995)

DGy, = DHr,, (1 - T/ Ta2) - DCp [(T2-T) + T In (T/ Typ2)] (3.1

Allen i Pielak (1998) van descriure que la precisio amb la qual s gjusta una corba
de desnaturalitzacio es troba definida per I’ exactitud amb que es poden determinar
les regions pre- i post-transicid. Dins dels nostres errors experimentals i per a
cadascuna de les proteines estudiades, els valors de DGy (a 40°C i 0.1 MPa) entre
ambdos processos de desnaturalitzacio son equivalents. Una bona part de la variacio
observada I’ atribuim a les regions pre- i post-transicio. N’ és un exemple clar la corba
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TAULA 3.4

Parametres que caracteritzen la desnaturalitzacié per pressié de ’RNasa A salvatge i les seves
variants a 40°C i 0.1 MPa “.

Proteina ” AGy AV Py Ax Ao
(KJ mol™) (em® mol™) (MPa) (nm) ¢ (nm) ¢
Salvatge 23.24 (0.44) -46.5 (3.3) 500 285.8 285.6
Rec. salvatge 24.61 (0.70) -46.5 (fixat) 529 285.4 285.0
1106A 2.50 (0.50) -63.4 (3.8) 39 284.4 283.7
1106L 12.72 (0.58) -47.7 (1.7) 267 285.4 283.6
1106V 17.42 (0.91) -52.8 (2.7) 330 285.5 283.7
1107A 9.89 (0.35) -47.4 (2.3) 209 285.5 283.7
1107L 11.60 (0.36) -47.5 (1.0) 244 285.5 283.6
1107V 23.75(2.3) -52.2(6.9) 455 285.9 285.1
V108A 3.13 (0.30) -55.9(2.7) 56 285.2 283.5
V108G * - - - 283.8 283.8
A109G 23.72 (1.23) -53.2(3.4) 446 285.6 284.7
V116A 20.04 (0.52) -53.6 (1.5) 374 285.8 284.0
V116G 18.41 (1.30) -57.9 (3.8) 318 285.4 283.3
VI118A 16.25 (1.31) -51.2(3.9) 317 285.3 283.6
V118G 11.90 (1.48) -55.1 (4.8) 216 284.9 283.5

“ Els niimeros entre paréntesi son els errors estandard. ” Salvatge: RNasa A comercial (no recombinant); Rec.
salvatge: recombinant salvatge; abs.: absorcid; fluor.: fluorescéncia. © Longitud d’ona de la maxima amplitud de
quarta derivada a 0.1 MPa més proxima al punt isosbéstic de 283.5 nm. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud
de quarta derivada a 440 MPa més proxima al punt isosbéstic de 283.5 nm. * Completament desnaturalitzada a
40°Ci0.1 MPa.
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TAULA 3.5

Parametres que caracteritzen la desnaturalitzacié per temperatura de ’RNasa A salvatge i les
seves variants al punt mig de la transicié i a 0.1 MPa “.

Proteina ’ AHTuz Ty, AGy,,. Ax Ao
(KJ mol™) 0 (KJ mol")¢ (nm) ¢ (nm) ¢
Salvatge 487 (9) 58.9 (0.0) 24.76 (0.52) 286.1 284.3
Rec. salvatge 437 (12) 58.0 (0.1) 21.16 (0.67) 285.5 283.9
1106A 301 (14) 43.1(0.2) 2.87(0.21) 285.7 283.7
1106L 410 (15) 51.7 (0.1 13.68 (0.54) 285.7 283.7
1106V 431 21) 55.0 (0.1) 17.81 (0.94) 285.7 2838
1107A 405 (13) 47.7 (0.1 9.26 (0.32) 2853 2838
107L 435 (19) 49.4 (0.1) 11.98 (0.58) 285.3 283.6
107V 422 (17) 58.6 (0.1) 20.83 (0.96) 285.7 283.7
V108A 350 (10) 433 (0.1 3.59(0.14) 285.6 283.7
V108G 237 9) 29.4(0.2) -9.31 (0.37) 285.4 283.6
A109G 455 21) 55.4 (0.1) 19.36 (0.98) 285.6 283.8
V116A 447 27) 548 (0.2) 18.38 (1.22) 285.9 283.4
V116G 468 (52) 53.6 (0.1) 16.21 (0.57) 285.6 2838
V1I8A 454 (39) 52.5 (0.1 13.12 (0.60) 285.7 2838
V118G 451 (58) 47.9 (0.1) 9.56 (0.36) 285.7 284.0

“ Els nimeros entre paréntesi son els errors estandard. ®Veure Taula 1. ¢ Energia lliure de desplegament calculada
a 40°C. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud de quarta derivada a 25°C més propera al punt isosbéstic de
283.5 nm. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud de quarta derivada a 75°C més propera al punt isosbéstic de
283.5 nm.
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de desnaturalitzacio per pressio de la variant V116A que es presenta a la FIGURA
3.13.A, on laregi6 post-transicio no es va poder determinar de manera completa.

Els valors de DGy de les variants estudiades, juntament amb els valors de P12 0
Ty, ens aporten una idea de les estabilitats relatives de les diferents proteines.
D’ entrada, tant la proteina comercial com I’RNasa A recombinant, mostren e mateix
comportament. Per consegiient, el procés de replegament i purificacio de les
proteines recombinants a partir dels cossos d'inclusié no afecta de manera
significativa |’ estabilitat. D’ atra banda, les variants 1107V i A109G estan molt poc
desestabilitzades. Pel que fa a la série d’RNases modificades en la posicié 1106,
aguestes sOn menys estables que la série de variants que presenten les mateixes
substitucions, pero en 1107, a excepcio de la variant 1106L que és més estable que la
variant 1107L. D’entre les variants que resulten del reemplacament d'una Val, la
serie de 1a V108 és la més desestabilitzada. En relacio ales sériesde laV116i V118,
aguestes estan bastant menys afectades, essent la de la V116 més estable que lade la
V118. Dins del grup de les variants que resulten de diferents substitucions en una
mateixa posicié de la proteina, I'estabilitat segueix I'ordre lle>Va>Leu>Ala>Gly,
tot i que les estahilitats relatives dins de cada serie varien una mica.

Amb la finalitat de comprovar s existien diferéncies per una banda, entre els
estats desnaturalitzats de les variants, i de I'dtra, entre les estructures dels estats
natius, es van comparar les longituds d'ona de la maxima amplitud de quarta
derivada més propera a punt isoshbéstic de 284 nm (vegeu les TAULES 3.4 i 3.5). Pels
experiments de pressio (a 40°C), les condicions de |’ estat natiu i de I’ estat desplegat
es van definir respectivament com a 0.1 i 440 MPa, i pels experiments de
temperatura (a pressio atmosférica) com a 25 i 75°C. Els valors de longitud d’ ona en
aquestes condicions reflecteixen la polaritat mitjana de |I’ambient a voltant dels
residus de tirosina Es destacable e fet, ja comentat abans, que durant el
desplegament s observa un desplagcament d aquestes longituds d'ona cap a blau.
D’ altra banda, donada I’ equivalencia de les longituds d' ona, els resultats suggereixen
gue no hi ha diferéncies significatives en |’estructura, ni entre els estats natius ni
entre els estats desnaturalitzats, de les diferents RNases (almenys mitjancant la
utilitzacié d’ aquesta técnica). Excepcionalment, cal assenyaar que a40°C i 0.1 MPa,
la polaritat al voltant dels residus de tirosina de la variant V108G és Ileugerament
diferent alaresta de variants de I’RNasa A analitzades. Aquests resultats recolzen els
obtinguts per al’ estat natiu mitjancant dicroisme circular i espectroscopia d'infraroig
per transformada de Fourier (veure respectivament apartats 3.5.21 3.5.3.1.2.1).

3.5.3.1.1.3. El desplegament per pressio enfront del desplegament per
temperatura.

Zhang i col. (1995) van dur a terme un estudi comparatiu del procés de
desplegament en equilibri de I’'RNasa A, induit per pressio i per temperatura,
mitjangant ressonancia magnética nuclear. Els autors van observar que diferents
regions de la proteina es desplegaven de manera no cooperativa. A més, van suggerir
que la pressio i la temperatura portaven a diferents estats desplegats de la proteina
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savatge. En aguest sentit, molts investigadors sostenen que € desplegament de la
proteina induit per pressid podria conduir a un estat parcialment desplegat o
intermediari molten globule (Takeda i col., 1995; Zhang i col., 1995), en el qual, s
bé el solvent pot penetrar cap a I’interior de la molecula, aguesta reté una estructura
secundaria similar a la de I'estat natiu. En canvi, Sha suggerit que I'estat
desnaturalitzat que S obté per temperatura estaria més desplegat que I’ obtingut per
pressio, en part a causa d un intercanvi més rapid dels protons dels residus interns de
la proteina desplegada per temperatura respecte al de pressio (Zhang i col., 1995). No
obstant aix0, atres investigadors (Sosnick i Trewhella, 1992; Lustig i Fink, 1992;
Seshadri i col., 1994; Tamura i Gekko, 1995) consideren que I’ estat desnaturalitzat
gue S assoleix per temperatura mostra també caracteristiques molten globule.

Per a totes les proteines estudiades i tal com Sha esmentat, € procés de
desnaturalitzacio (tant per pressiO com per temperatura) seguit per espectroscopia
d’absorci6 a |’ ultraviolat és reversible i correspon o es pot gjustar a un model de dos
estats. A causa de |’ elevada cooperativitat del procés de desplegament de I’RNasa A
I donat que la tecnica de seguiment utilitzada ens aporta informacio globa de la
proteina, no va ser possible discernir els processos de desplegament seqiencia
observats per Zhang i col. (1995). Pel fet que la polaritat de I’ambient on es troben
les tirosines en I’ estat desplegat és la mateixa, tampoc no es van observar diferencies
entre els estats desnaturalitzats per pressio i temperatura. Tanmateix, convé ressaltar
gue per mitja d’ espectroscopia d’infraroig per transformada de Fourier (veure apartat
3.5.3.1.2.4), s observen certes diferencies estructural s entre ambdds estats desplegats.

En consegliéncia, tal i com es mostra a la FIGURA 3.14, si tenim en compte €ls
errors experimentals, els valors de DGy (a 40°C i 0.1 MPa) estimats a partir les
corbes de desnaturalitzacio per pressié son equivalents a les estimacions del mateix
parametre termodinamic a partir de les corbes de desnaturalitzacié obtingudes quan
S utilitza la temperatura com a agent desnaturalitzant.

Altres indicadors d estabilitat, com ara els valors de P12 i T12 de les transicions de
desnaturalitzacié induides respectivament per pressié i per temperatura, es
correlacionen mutuament (FIGURA 3.15) i en conseqlencia, també es correlacionen
amb elsvalors de DGy.

Aquestes correlacions ens indiquen d'una banda que € mecanisme de
desplegament per ambdos processos de desnaturalitzacio és molt semblant i d'atra
banda, que els parametres que caracteritzen ambdues transicions de desnaturalitzacio
varien d’'una manera molt similar per a cadascuna de les proteines estudiades. La
gual cosa suggereix que les substitucions que s han dut a terme tenen un efecte
equivalent tant en el desplegament per pressié com en € de temperatura.

En contra d’ aguests resultats, Prehoda i col., (1998) van suggerir que ometre la
compressibilitat del sistema resulta en uns valors de DGy i DV més elevats. Aquest
fet incrementaria sistematicament els valors dels parametres termodinamics obtinguts
per la desnaturalitzacié per pressio, i en consequéencia resta la possibilitat que la

89



3. Resultatsi discussio

semblangca amb els valors obtinguts per temperatura sigui merament una
coincidencia

FIGURA 3.14
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Correlacio entre els valors d' energia lliure de desplegament per pressio i per temperatura (a 40°C i 0.1 MPa) de
cadascuna de les proteines estudiades. La linia continua mostra el millor gjust de les dades a una equacio linea (r
=0.965). Les barres d error son errors estandard de les dades.
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Correlacio entre els valors de Py, i Ty, de cadascuna de les proteines estudiades. La linia continua mostra el
millor gjust de les dades a una equacio lineal (r = 0.973).
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No obstant aixo, fruit de la correspondéncia entre pressio i temperatura que s ha
observat, els parametres termodinamics DG i DV que es van estimar a partir dels
experiments de pressié enregistrats a diferents temperatures mantenen una relacio
lineal amb aquest parametre fisic (FIGURA 3.16).
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(A) Corbes de desnaturalitzacio per pressio de la variant 1106V enregistrades a diferents temperatures. Augment
(+) i disminuci6 (o) de pressio. La linia continua correspon a un gjust no lineal de minims quadrats de les dades
basat en un model de dos estats. (B) Correlacio entre elsvalors de DG, DV i latemperatura en qué s ha enregistrat
I’experiment. La linia continua mostra el millor gjust de les dades a una equacio lineal (r = 0.999 i r = 0.997,
respectivament).
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Respecte a aquest punt, les relacions lineals que s observen ratifiquen la correcta
estimacio dels parametres termodinamics estimats i per tant que I’ gjust de les dades
que s utilitza és molt adequat per a aquesta finalitat.

3.5.3.1.1.4. Canvis de volum

Els valors de la DV (TAULA 3.4) del desplegament per pressié per a totes les
variants son, en general, més negatius que la proteina salvatge. Aquests vaors
mostren una tendencia similar a la diferéncia de volum que hi ha entre els dos
aminoacids implicats en els reemplacaments (-DV/es) (TAULA 3.6). Per determinar els
valors de -DV,es, €s calcula la diferéncia entre e volum del residu en qliestio en la
proteina variant, i € volum del residu que ocupava aguella posicio en la proteina
salvatge. Els valors de V,es corresponen a residus totalment enterrats i s'han obtingut
del treball d'Harpaz i col. (1994).

Aquest resultat estaria d’acord amb €l treball de Frye i Royer (1998), els quals van
suggerir per la nucleasa estafilococal que € canvi de volum vindria atribuit quasi
exclusvament a la desaparicio de les cavitats internes de la proteina durant el
desplegament.

3.5.3.1.1.5. Lesinteraccions hidrofobiques

A fi d’anadlitzar la contribucié de I’ efecte hidrofobic a I’ estabilitat de I’'RNasa A,
es van comparar els canvis en |'estabilitat de les variants assgjades respecte a la
proteina salvatge (DDGy) amb els canvis d’ energia lliure de transferencia d’aigua a
n-octanol dels aminoacids implicats en les substitucions (DDGy). Els valors de DDGy,
Shan obtingut per mitja de sostreure I'estimacié de I'energia estandard de
transferencia del residu salvatge, de I'estimacio de I'energia estandard de
transferencia del residu variant, els quals es van obtenir del treball de Sharp i col
(1991).

Donat que les cadenes laterds que es van modificar presenten diferent
accessibilitat a solvent, els valors de DDGy es van estimar a 0% d' accessibilitat
(DDGu o%). El célcul dels valors de DDG | ,,, de cadascuna de les variants es va dur a
terme a partir de I’ expressio:

DDG, .= (DDG,, - 100) / percentatge d'enterrament (3.2

essent € percentatge denterrament igual a2 100 menys € tant per cent d'area
accessible a solvent del residu en la proteina variant, € qual s estima per mitja del
programa XAM.

Tal | com es pot observar en la FIGURA 3.17, els valors mitjans de DDGy g9
(TAULA 3.6) que resulten de cada tipus de substitucio es correlacionen bé amb els
corresponents valors de DDG;, (TAULA 3.6), tant pels experiments de pressio [r =
0.929] com pels de temperatura[r = 0.978].
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FIGURA 3.17
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Correlacio entre els valors mitjans de DDGy o que resulten de cada tipus de substitucié i els valors de DDGy
corresponents La linia continua mostra e millor gjust de les dades a una equacio lineal. (A) Pressié i (B)
temperatura.

Aquests resultats son molt similars as obtinguts per Pace i col. (1996) en un
estudi de variants diverses de la barnasa, la nucleasa estafilococal, € lisoziim T4 i la
proteina del gen V de bacteriofag f1 [r = 0.96]. Les correlacions obtingudes
suggereixen que €els canvis en I'estabilitat de la proteina, que sdn induits pels
reemplacaments d’aminoacids en la regié 106-118, sOn canvis essenciament
originats per la pérdua d’interaccions hidrofobiques. No obstant, convé ressaltar que
la correlacié entre la perdua d estabilitat i els valors de DDGy, no és tan bona per les
variants que resulten de substitucions disruptives o isoestéeriques com ara lle® Leu.

Un altre aspecte que es va andlitzar fou la correlacié existent entre els vaors
mitjans de DDGy o9 que resulten de cada tipus de substitucié i la diferéncia de volum
dels residus implicats, és adir €ls valors de -DV,es que es presenten ala TAULA 3.6 i
gue han estat calculats tal i com s ha descrit abans, tant pels experiments de pressié
[r = 0.869] com pels de temperatura [r = 0.992] (FIGURA 3.18).

Per tal d’ expressar la pérdua d’ estabilitat que resulta d eliminar un (lle® Val), dos
(Va® Ala) o tres (Ile® Ala) grups metil(€) de la regio 106-118 de la RNasa A, es
van dividir els valors mitjans de DDGy % que resulten d'un mateix tipus de
substitucié pel nombre de grups metil(€) eliminats ODGy oy / -CHz- 0 — CHa)
(TAULA 3.6). Els resultats son molt similars as obtinguts en altres proteines per
variants que resulten de substitucions equivalents (Serrano i col., 1992; Jackson i
col., 1993; Pace i col., 1996). Els valors mitjans de DDGy oy per grup metil(€)
delecionat, calculats per pressié i per temperatura, son de 5.54 i 4.05 KJ mol?,
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TAULA 3.6

Pérdua d’estabilitat mitjana que resulta de cada tipus de reemplacament i la seva relaci6 amb mesures de transferéncia a
solvents i amb la diferéncia de volum dels residus implicats en aquestes substitucions.

Desnaturalitzaci6 per pressio Desnaturalitzaci6 per temperatura
Tipus Nimero AAGy 0% AAGYy 0%/-CHZ- AAGy 0% AAGy 0%/-CH2- AAG AV s
de substitucio de variants (KJ mol™) ® (KJ mol™) © (KJ mol™) (KJ mol™") ¢ (KJ mol) ¢ A¥°
Ile-Ala 2 18.98 6.33 15.56 5.19 16.07 74.8
Ile-Val 2 4.12 4.12 1.88 1.88 5.69 25.8
Ile-Leu 2 13.28 - 8.90 - -0.08 0.3
Val-Ala 3 12.34 6.17 10.17 5.09 10.38 49.0
Val-Gly 2973 11.14 3.71 17.26 5.75 14.60 75.3
Ala-Gly 1 0.89 0.89 1.81 1.81 4.27 26.3

“ Variants assajades per desnaturalitzacié per pressio. ° Valor de AAGy mitja esperat que resulta de cada tipus de reemplagament si considerem que la
cadena lateral substituida es troba 100% enterrada. Aquest valor es va calcular tal i com van descriure Pace i col. (1996). € Els valors mitjans de AAGy "

es van dividir pel nombre de grups CH-, -CH,-, i -CHj eliminats. ¢ Els valors de AAG,, que corresponen a cada tipus de substituci6 es basen en mesures

de transferéncia d’aigua — n-octanol (Fauchére i Pliska, 1983), corregits per Sharp i col. (1991). ¢ Els valors de -AV, es basen en els volums que
ocupen els residus enterrats (Harpaz i col., 1994).
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TAuLA 3.7

Altres parametres que caracteritzen les variants de la regiéo C-terminal ’RNasa A

Variant Area accessible al solvent Pérdua d’area accessible al  Nombre de grups metil(¢) +
de la cadena lateral solvent que s’enterra durant el atoms C, <6 A ¢
salvatge (A?) “ plegament respecte a la
proteina salvatge (A7) °

1106A 2.1 61.3 76
1106V 2.1 14.1 27
1106L 2.1 22.7 -
1107A 19.7 50.6 58
1107v 19.7 4 18
1107L 19.7 12.3 -
VI108A 24 432 54
V108G 2.4 67.7 80
A109G 2.6 17.9 23
V116A 39.7 29 24
V116G 39.7 422 39
VI118A 39.2 229 30
V118G 39.2 48.5 51

“ L’area exposada al solvent de les cadenes laterals en la proteina salvatge es va calcular per mitja del program
XAM. ? La diferéncia d’area accessible al solvent que s’enterra durant el plegament, entre la proteina salvatge i
cadascuna de les variants, es va calcular tal i com van descriure Serrano i col. (1992). ¢ Resultat d’addicionar el
niimero de grups metil(¢) + atoms C,, que es troben a una distancia de menys de 6 A (densitat d’empaquetament)
de cadascun dels grups metil(¢) eliminats.
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respectivament. En efecte, aquests valors son equivalents als resultats obtinguts per
Serranoi col., 1992 (6.28 KImol't), Jackson i col., 1993 (5.56 KJ molt), Paceii col.,
1996 (5.31 KJImol'Y). Per a dur a terme aguestes mitjanes es van excloure les variants
que resultaven del reemplacament d’alguns dels residus per una glicina, donat que
Nemethy i col (1966) van suggerir que |'entropia conformacional associada a la
cadena lateral de la glicina, o sigui, la mgor flexibilitat al voltant dels enllagos C-C,
(f) i G-N (y) veins a G de la glicina respecte la cadena lateral de la proteina
salvatge, podria alterar els valors de DDGy.
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Correlaci6 entre els valors mitjans de DDGy g, que resulten de cada tipus de substitucid i els valors de DV,es
corresponents La linia continua mostra el millor agjust de les dades a una equacio lineal. (A) Pressio i (B)
temperatura.

En relacié amb |’ efecte hidrofobic, Tanford (1980) va demostrar que aquest és
directament proporcional al’area accessible a solvent que es retira del contacte amb
I’aigua. Aixi doncs, és possible quantificar € valor de la for¢a hidrofobica en una
proteina, mitjancant la correlacié entre I’estimacio de la perdua d estabilitat d’una
variant i posar-la en relacié amb la perdua d’ area accessible a solvent. Per aixo, per
a cadascuna de les variants estudiades, es va dividir € vaor de DDGy ov per la
corresponent diferencia en I’area accessible a solvent de les cadenes laterals
encloses en la substitucié. L'area accessible a solvent per les cadenes laterals en
solucié es va cacular amb e programa XAM. Les variants que resulten de
reemplacaments I1e® Leu no es van te nir en compte. Es va obtenir un valor mitja de
236 J mol*A~ per la pressio i 218 J mol*A™ pels experiments de temperatura.
Aquest resultat és similar a valor estimat en estudis de transferéncia de compostos
aifatics de solvents organics a aigua (196 J mol*A™2) (Sharp i col., 1991) i a
" obtingut per la proteina CI2 (229 J mol*A™) (Jackson i col., 1993). A més, és
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equivalent a 263 J mol*A?, un valor mitja estimat per la barnasa, la nucleasa
estafilococal i la proteina del gen V del bacteriofag f1 (Serrano i col., 1992).

3.5.3.1.1.6. Efectes estérics

En les TAULES 3.4 1 3.5 S evidencia que el mateix tipus de substitucio en posicions
diferents de la proteina resulta en una pérdua d estabilitat diferent. Aquestes
variacions en |’estabilitat es produeixen com a consequéncia de diferéncies en
I’ambient que envolta els diferents residus, ja que no poden originar-se per
diferencies en la hidrofobicitat de la cadena lateral. En relacio amb aixo, es va trobar
una correlacié entre els valors de DDGy obtinguts per pressio [r = 0.701] i
temperatura [r = 0.816] i les corresponents diferencies d’area accessible a solvent
gue queda exclosa de la fase aquosa durant € plegament, entre la proteina salvatge i
les variants (TAULA 3.7). Aquest resultat esta en concordanca amb els obtinguts per
labarnasa (Serrano i col., 1992) i la proteina CI2 (Jackson i col., 1993). La diferencia
d’ area accessible a solvent que S enterra durant € plegament, entre la proteina
salvatge i cadascuna de les variants, es va calcular de la seglient manera, tal i com
van descriure Serrano i col. (1992): en primer lloc, es va sostreure |’ area accessible al
solvent del residu en gliestio en la proteina salvatge (estat natiu), de |’ area accessible
al solvent del mateix residu com si aquest estigués totalment exposat. Ambdaés valors
es van estimar a partir del model optimitzat de la proteina salvatge en format pdb per
mitja del programa XAM. El valor que s obté d’' aguesta diferencia el denominem A.
A continuacid, a partir del model optimitzat de la proteina variant (estat natiu), i
també mitjancant €l programa XAM, s estima |’area accessible a solvent del nou
residu que hem introduit en la proteina. Aleshores se sostreu aquest valor, de I’area
accessible a solvent del mateix residu com s aquest estigués totalment exposat
(estimat amb & mateix programa). El valor que sobté daquesta diferencia el
denominem B. Finalment, la diferéncia entre els valors A i B dona lloc a la perdua
d'area accessible a solvent que s enterra durant el plegament de la proteina variant
respecte a la proteina salvatge.

Aixi mateix, es va observar una molt bona relacio linea entre els valors de DDGy
i la densitat d’empaquetament, expressada per mitja del nimero de grups metil(€)
més els atoms C, que es troben dins d' una esfera de 6 A de radi del grup hidrofobic
delecionat (TAULA 3.7) (FIGURA 3.19). Pels experiments de pressié €l coeficient de
correlacio va ser de 0.926 i pels de temperatura de 0.940. Aquest resultat suggereix
gue la densitat d’ empaguetament al voltant d’ un residu en particular és un factor que
determina en gran mesura la contribucié d aquell residu a |’ estabilitat de la proteina.

Tal com s hadit, les diferéncies en la resposta de |a proteina davant d’ aquest tipus
de substitucio es poden explicar en termes de la posicio de la cadena latera que
substituim en la proteina. Els dos residus més importants per |’ estabilitat, Val108 i
11€106, es troben fora del contacte amb el solvent, a I'interior de la molécula. Les
seves cadenes laterals estan encarades vers € nucli hidrofobic central, essent la
posicié de la Val108 més endinsada dins de la regio hidrofobica. A més tal i com
Sha exposat a I'apartat 3.2, s'ha observat que els residus alifatics d’ aquesta regio
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promouen contactes entre estructures secundaries diverses i es troben entre els més
conservats de la proteina. Aquest fet suggereix que en la regio 106-118 de I’'RNasa
A, la conservacié dels residus podria conduir a un patré de plegament determinat,
aixi com a interaccions estructurals especifiques en |’ estat plegat. En aquest sentit,
conveé ressaltar |I’elevat nombre d'interaccions que s eliminen en substituir la valina
en la posicio 108 per una glicina, en comparacié amb la resta de reemplagaments
assgjats (TAULA 3.8). Al contrari, les cadenes laterals 11€107 i Alal09 estan dirigides
cap a I'exterior i, per tant, podrien no ser tant determinants. Ates que la cadena
lateral 11€106 esta més enterrada, un canvi en la forma de la cadena lateral hauria de
ser més disruptiu. No obstant aixo, la variant 1106L és més estable que la variant
1107L. Aquest fet suggeriria que la posicio 11e106 és més apte gque la posicio 11e107,
per tal d’acomodar canvis estructurals que impliquin una modificacio en la disposicio
de les ramificacions de la cadena lateral. La posicio V118 presenta més densitat
d empagquetament que la posicié V116. Els reemplacaments en la primera posicié
resulten en proteines variants més desestabilitzades. Convé ressaltar que ambdues
posicions es troben considerablement més exposades al solvent que els residus 106-
109.
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Correlacio entre €ls valors mitjans de DDGy ¢, que resulten de cada tipus de substitucié i la densitat
d’ empaquetament. La linia continua mostra el millor gjust de les dades a una equacio lineal.

En conclusio i d’acord amb e comportament general de les proteines globulars, €
canvi d energia lliure associat a aquest tipus de substitucions depen en primer lloc de
les caracteristiques dels dos aminoacids implicats. Fisicament, aquest terme pot ésser
expressat com la diferéncia d’ energia requerida per a la desolvatacio (transferencia
del solvent al’interior de la proteina) del residu en estudi respecte del residu pel qual
sera reemplacat. En segon lloc, depen del context on es troba la cadena lateral en
estudi dins de I’ estructura tridimensional de la proteina i en consegiiéncia, de com
I’ estructura s gjusta en resposta a la substitucio.
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TAULA 3.8

Interaccions suprimides i introduides en les diferents variants respecte la proteina salvatge

Variant Niumero de contactes. Niumero de contactes Niumero de contactes Contactes
<4 A dela cadena perduts b guanyats guanyats - perduts a
lateral salvatge *

1106A 29 16 5 -11
1106V 29 16 14 -2
1106L 29 15 15 0
1107A 28 12 2 -10
1107V 28 6 5 -1
1107L 28 10 10 0
V108A 34 18 2 -16
V108G 34 24 0 -24
A109G 27 15 1 -14
V116A 23 10 1 -9
V116G 23 14 0 -14
V118A 27 13 2 -11
V118G 27 19 2 -17

“ Numero total de contactes (atoms en una esfera de 4 A de radi) entre la cadena lateral salvatge i els atoms que
I’envolten en I’estructura salvatge. * Nimero de contactes que s’estableixen en la proteina salvatge que s’eliminen en
substituir el residu corresponent. © Nimero de contactes entre la cadena lateral variant i els atoms que ’envolten que
no apareixen en I’estructura salvatge. ¢ Diferéncia en el niimero de contactes en el lloc on ha tingut Iloc la substituci6
entre les estructures variant i salvatge.
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3.5.3.1.2. Espectroscopia d’absorcio a l’infraroig

Ates que I’espectroscopia d’absorbancia a I’ultraviolat de quarta derivada no
permet monitoritzar els canvis a nivell d’estructura secundaria que es promouen al
llarg de la desnaturalitzaci6 proteica, i donada la necessitat de caracteritzar
estructuralment els estats no natius (parcialment plegats i desplegats) de les proteines
per tal de comprendre els mecanismes del plegament proteic i els principis de
I’estabilitzaci6 proteica (Kim i Baldwin, 1990; Dill i Shortle, 1991), es va examinar
el procés de desplegament de I’'RNasa A comercial, recombinant salvatge i de les
variants [106A, 1106L, 1106V, 1107A, V108A, V108G, V116G, VI118A i V118G
enfront d’un augment gradual de pressio i de temperatura, en condicions d’equilibri,
utilitzant I’espectroscopia d’infraroig per transformada de Fourier.

Malgrat que D’espectroscopia d’infraroig és una de les millors técniques per
determinar I’estructura secundaria de les proteines globulars en solucié (Byler i Susi,
1996; Surewick 1 Mantsch, 1988; Dong i col., 1990), el seu s a I’hora de seguir els
canvis conformacionals de les proteines durant el seu procés de desnaturalitzacio
s’ha vist limitat pel fet que la major part d’aquestes presenta agregacio
intermolecular durant el desplegament induit per temperatura. Gracies al fet que en
I’RNasa A no s’observa agregacio durant el desplegament induit per temperatura
seguit per FTIR (Clark i col., 1981), ni tampoc durant el desplegament induit per
pressié (Takeda i col., 1995), i donat que la desnaturalitzaci6 d’aquesta proteina és
reversible, ’RNasa A ¢és un model ideal per tal d’aplicar la técnica d’FTIR a I’estudi
del seu procés de plegament/desplegament. En son alguns exemples clars, els treballs
de Schulz 1 Balwin, (1992), Seshadri i col. (1994), Backmann i col. (1995) i
Reinstddler 1 col. (1996). A més, donat que 1’element predominant d’estructura
secundaria a I’'RNasa A és el full plegat B, on s’han inserit les diferents substitucions
aminoacidiques d’aquest treball, 1 amb motiu de I’elevada sensibilitat de I’FTIR pel
que fa a aquest tipus d’estructura secundaria, aquesta técnica semblava, a priori,
adequada per endegar un nou estudi encarat a completar els resultats obtinguts per
mitja de I’espectroscopia d’absorcid a 'ultraviolat. S’ha de destacar que la idoneitat
d’aquesta técnica ve refermada pel fet que aquest estudi seria més dificil de dur a
terme mitjangant altres técniques espectroscopiques com és ara el dicroisme circular
a l’ultraviolat llunya, la qual, a banda d’ésser més especifica per tal de seguir els
canvis en D’estructura helix o, no s’ha pogut adequar, de moment, als estudis de
desnaturalitzacid proteica induida per altes pressions.

Donat que I’espectre en la regio de I’amida I’ reflecteix la conformacio de la
cadena polipeptidica, els canvis estructurals que es van estudiar per mitja d’aquesta
técnica no corresponen a una regioé en concret, sin6 al conjunt de la proteina.

3.5.3.1.2.1. L’espectre d’infraroig en la regio de ’amida I’ en condicions natives

En condicions natives i després d’un bescanvi parcial d’hidrogen per deuteri,
I’espectre d’infraroig en la regi6 de I’amida I’ de I’'RNasa A salvatge i de les seves
variants mostra un perfil ampli 1 asimétric que resulta essencialment de la
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superposicid de diferents bandes d’absorcié. Mitjangant un procediment matematic
anomenat FSD (Fourier self-deconvolution) es van amplificar els detalls espectrals
(FIGURA 3.20.A-B).

FIGURA 3.20

Absorbancia

1600 1620 1640 1660 1680 1700

Nombre d'ona (cm-1)

Espectres d’infraroig en la regié de I’amida I’ de I’'RNasa A salvatge (A) original i (B) optimitzat per FSD. (C)
Ajust de I’espectre optimitzat per FSD (linia continua) mitjangant el metode de Byler i Susi (1986). En linia
discontinua es mostren les corbes gaussianes caracteristiques. (D) Comparaci6é dels espectres optimitzats i
normalitzats de ’RNasa A salvatge (linia continua) i de la variant V108G (linia discontinua). Condicions
experimentals: acetat sodic 50 mM (pD 5.0), P = 0.1 MPa, T= 12°C i una concentracio de proteina de 75 mg/mL.

Els espectres optimitzats per FSD es van ajustar mitjangant 1’arranjament iteratiu
de I’algada, amplada i posicidé de corbes gaussianes (Byler i Susi, 1986). Per mitja
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d’aquest metode d’ajust, es van determinar les posicions de les diferents bandes
d’absorcio, les quals es van assignar, considerant la precisio del meétode, a 1624,
1637, 1651, 1664, 1678 1 1686 cm’! (FIGURA 3.20.C). Tal i com es detalla en la
TAULA 3.9, aquestes bandes corresponen respectivament a 1’absorcié del full B, full
B, hélix o més estructura desordenada (coil), girs d’inversid, full B i girs d’inversio.
Les assignacions per a cadascuna d’aquestes bandes d’absorcio es basen en el treball
de Byler i Susi (1986). A més, es va observar una petita banda situada a 1610 cm™, la
qual s’origina com a conseqiiencia de la vibracio de les cadenes laterals dels
aminoacids (Matsuura i col., 1996).

TAULA 3.9

Posicio i assignacio de les bandes d’absorciéo de ’RNasa A a 12°C i 0.1 MPa en tamp6 D,0
després d’un bescanvi parcial d’hidrogen per deuteri.

Posici6 de la banda (cm™) Assignacié Area de la banda (%)
1610 Cadenes laterals 1

1624 Full B 5

1637 Full B 45

1651 Heélix o + estructura desordenada 22

1664 Girs d’inversio 20

1678 Full B 5

1686 Girs d’inversio 2

Cal destacar que les formes d’estructura secundaria de tipus full B i gir d’inversid
es van assignar cadascuna a bandes d’absorcio diverses (indicades a la TAULA 3.9).
Cal fer esment també que, atés que la freqiiencia de la vibracié de tensio del grup
C=0 de I’amida I’ d’ambdos elements d’estructura secundaria és practicament
identica (Dong i col., 1990), no va ser possible establir la contribucié de I’helix o i
de I’estructura desordenada d’una manera independent.

En relacio amb 1’ajust dels espectres d’infraroig, aquest procediment va permetre
estimar la composicid6 de I’estructura secundaria de I’estat natiu de I’RNasa A
salvatge i de les seves variants. Per aix0, es va assumir que les arees relatives de les
corbes gaussianes ajustades (TAULA 3.9), les quals plasmaven les diferents bandes
d’absorci6 espectrals, representaven els percentatges dels diferents tipus d’estructura
secundaria de la proteina. La composicié de I’estructura secundaria de la proteina
salvatge (comercial o recombinant) que es va determinar va ser d’un 55% de full B,
22% de girs d’inversid i 22% d’helix oo més estructura desordenada. Aquest resultat
concorda amb els percentatges d’estructura secundaria obtinguts d’estudis
cristal-lografics (Wlodawer 1 col., 1988) 1 d’espectroscopia de ressonancia magnetica
nuclear (Rico i col., 1989), la qual cosa dona major validesa les assignacions de les
diferents bandes a determinats elements d’estructura secundaria.
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Aquesta técnica va permetre comparar els estats natius de les variants amb el de la
proteina salvatge. Es va dur a terme una analisi qualitativa del perfil dels espectres
optimitzats per FSD 1 es va observar que, en 1’estat natiu, la proteina salvatge 1 les
diferents variants mostren similitud estructural. D’acord amb aixo, en condicions
natives, no es contemplen diferéncies en el contingut d’estructura secundaria entre
les diferents variants assajades respecte a la proteina salvatge. Tanmateix, aquesta
analisi qualitativa va evidenciar petites diferéncies, sobretot en els espectres
d’aquelles variants amb substitucions en les posicions 108 i 118 de ’RNasa A. Per
il-lustrar aquests resultats, en la FIGURA 3.20.D es mostren els espectres de I’RNasa
A recombinant salvatge i la variant V108G. Aquesta observacid esta en concordanga
amb els resultats obtinguts per dicroisme circular, per bé que, amb aquesta técnica,
només es van evidenciar diferéncies estructurals per la variant V108G.

Les diferéncies espectrals provocades per aquestes substitucions aminoacidiques,
atribuibles a variacions en la conformacio de la cadena polipeptidica en I’estat natiu,
augmenten en 1’ordre V118G<VI108A<V108G. Ates que les variacions son similars
per a les tres variants, la descripci6 s’ha centrat en la variant V108G.

Per conseglient ens hem limitat a descriure els canvis espectrals que s’evidencien
en la variant V108G, tot i que per les altres dues variants es confirmen variacions
espectrals similars.

Com es mostra en la FIGURA 3.20.D, si ho comparem amb la proteina salvatge, la
variant V108G mostra un petit desplacament de la banda de I’amida I’ cap a
freqiiéncies inferiors (sobretot pel que fa a la banda d’absorcid assignada a
estructures en gir d’inversio, la qual es desplaca de 1686 cm™ a 1684 cm™). Aquest
desplacament podria estar causat per certes variacions en el régim i en el grau de
bescanvi H/D d’aquesta variant V108G.

Per a la mateixa variant V108G, la banda d’absorcié a 1637 cm™ presenta un
perfil més ampli, la qual cosa indicaria que aquesta variant ha sofert lleugeres
modificacions en el patrd d’enllagos de pont d’hidrogen en les regions en full 3
respecte a la proteina salvatge. A més, la major intensitat de les bandes d’absorcid
emplacades a 1651 i 1684 cm™, assignades respectivament a hélix o més estructura
desordenada i girs d’inversid, seria indicativa d’un percentatge superior en aquesta
variant d’aquest tipus d’estructures.

3.5.3.1.2.2. Variacio de la regio de ’amida I’ de [’espectre d’infraroig en funcio
de la pressio i de la temperatura

Per tal d’obtenir informacid sobre els canvis estructurals induits per la pressio i la
temperatura en les diferents proteines, es va seguir 1’evolucid dels espectres
optimitzats per FSD corresponents durant el procés de desplegament. En la FIGURA
3.21 es mostren, com a exemples, els espectres optimitzats en la regio de I’amida I’
enregistrats per la variant V118G en funci6 de la pressio i de la temperatura (A 1 B,
respectivament).
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FIGURA 3.21
A
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0.1 MPa
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(A) Espectres optimitzats per FSD de la variant V118G en funcié de la pressio entre 0.1 MPa i 1200 MPa.
Condicions experimentals: MES 50 mM (pD 5.0), T = 20°C i una concentracié de proteina de 75 mg/mL. (B)
Espectres optimitzats per FSD de la variant V118G en funcid de la temperatura, entre 12 i 85°C. Condicions
experimentals: acetat sodic 50 mM (pD 5.0), P = 0.1 MPa i una concentraci6 de proteina de 75 mg/mL. L’eix de
les Y (no es mostra) correspon a 1’absorbancia.
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Com es pot comprovar, quan les proteines es van exposar progressivament a altes
pressions o temperatures es van enregistrar canvis espectrals cooperatius, els quals
corresponen a la transicid entre l’estat natiu i1 1’estat desnaturalitzat. Tanmateix,
abans de la transicié de desnaturalitzacid també es van observar canvis graduals en
I’absorcio.

Aixi, com s’il-lustra en la FIGURA 3.21, a pressions i temperatures baixes, es
percep un desplagament de 1’espectre al voltant de 1637 cm™ cap a una freqiiéncia
menor. Donat que en aquestes condicions no s’aprecien variacions en la intensitat
d’aquesta banda d’absorci6 principal, aquest canvi es va assignar a un augment del
procés de bescanvi H/D a I’interior de la proteina. Cal fer esment que, per la variant
V108G no s’observa un desplagament espectral tant marcat en les primeres etapes
del procés de desnaturalitzacio, la qual cosa suggereix que aquesta proteina presenta
un bescanvi H/D més complet ja en 1’estat natiu (aquest fet, per bé que no s’il-lustra
en aquest apartat, es pot observar més endavant a la FIGURA 3.23). A mesura que
augmenta la pressid o la temperatura, s’adverteix una disminucié cooperativa de la
intensitat de les bandes d’absorcid. Aquest fet reflecteix la desaparicié de I’estructura
secundaria nativa. Aixi mateix, té lloc un augment concomitant de la intensitat al
voltant de 1645 cm™ que indica 1’aparicié d’estructura desordenada.

Finalment, a pressions o temperatures més elevades, ja en la darrera etapa del
desplegament proteic, si bé les proteines retenen certa estructura secundaria (donada
la diferéncia entre 1’espectre de ’estat desnaturalitzat i una corba de Gauss), domina
clarament la forma desordenada. La preséncia d’estructura secundaria residual esta
d’acord amb els resultats obtinguts per diferents autors, mitjangant la caracteritzacid
de D’estat desnaturalitzat de la proteina salvatge (Labhardt, 1982; Yang i col., 1986;
Seshadri i col., 1994; Nicoli 1 Benedek, 1976; Anderle i Mendelsohn, 1987; Sosnick i
Trewhella, 1992; Tamura i Gekko, 1995; Talluri i Scheraga, 1990; Neira i col.,
1999).

Cal destacar que, curiosament, quan es comparen els espectres d’infraroig de les
proteines desnaturalitzades per pressid6 amb els corresponents espectres de 1’estat
desnaturalitzat per temperatura, aquests mostren uns perfils similars, perd amb els
maxims emplagats a diferents freqliencies (veure apartat 3.5.3.1.2.4).

3.5.3.1.2.3. Efecte de les substitucions en [’estabilitat de la proteina

L’estabilitat de I’RNasa A salvatge i de les seves variants enfront de la
desnaturalitzacid per pressid i temperatura es va seguir analitzant 1’evolucié del
maxim de P’espectre a la regié de ’amida I’ gracies al fet que les intensitats 1 els
canvis espectrals en aquesta banda sén un reflex de I’estat i dels canvis en la
conformacié de la cadena polipeptidica. Els canvis estructurals en les proteines es
van seguir també per mitja de monitoritzar la banda d’absorci6 de les cadenes laterals
de les tirosines, emplacada a 1515 cm™. La posicié exacta d’aquesta banda reflecteix
els canvis en I’ambient d’aquestes cadenes laterals durant el desplegament, els quals
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resulten principalment d’alteracions en ’estructura terciaria de la proteina. Ambdues
analisis dels canvis espectrals s’il-lustren en la FIGURA 3.22.

FIGURA 3.22
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Corbes de desnaturalitzacio per pressio (A) i per temperatura (B) de la variant V118G. La posicié del maxim de
I’espectre en la regié de I’amida I’ i en la regio de les tirosines es va representar en funcid de 1’augment (o) i
disminuci6 (0) de pressio o temperatura. La linia continua correspon a un ajust no lineal de minims quadrats de
les dades basat en un model de dos estats.

Inicialment, un augment de la pressio (FIGURA 3.22.A) al llarg de la regi6 de pre-
transicidé fa que la posicid del maxim de I’espectre en la regido de I’amida I’ es
desplaci cap a freqiiéncies més petites, la qual cosa resulta en un pendent negatiu.
Aquest efecte es coneix amb el nom del desplagament elastic (Frauenfelder i col.,
1990) i indica un refor¢ament dels ponts d’hidrogen. A mesura que augmenta la
pressio, just abans dels principals canvis conformacionals cooperatius, es promou un
desplagament més sobtat de 1’espectre cap a freqliencies més baixes. Aquest canvi
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s’originaria a causa d’una millor accessibilitat del solvent a I’interior de la proteina,
cosa que estimularia el procés de bescanvi H/D. Cal assenyalar que aquest fet també
¢és palés quan s’augmenta la temperatura (FIGURA 3.22.B).

Pel que fa a la variant V108G, tal i com s’ha esmentat abans, no s’observa un
desplacament espectral tant marcat (ni per mitja d’un augment de pressié ni de
temperatura), la qual cosa indicaria una millor accessibilitat al solvent cap a I’interior
de la proteina i, per tant, una estructura més oberta i dinamica. Aquest fet s’evidencia
per exemple a la FIGURA 3.23, on es comparen les corbes de desnaturalitzacio per
temperatura de ’RNasa A salvatge i1 de la variant V108G, enregistrades seguint la
posicié del maxim de I’espectre en la regié de I’amida I

FIGURA 3.23
1652 Amida I o
[ ] ‘.ﬁ.
) Lad Q0
‘—1/-\ : .'.‘ dnoooo
‘g 1648 - I @
L . °
2 4 o
5 ) .
o 1644 1 s
‘B L[]
g
5] .
“ 1640 °
i . LS,
|G
1636 T T : :
0 20 40 60 80 100
Temperatura (°C)

Corbes de desnaturalitzacié per temperatura de I’'RNasa A salvatge (0) i de la variant V108G (). La posicio del
maxim de ’espectre en la regié de I’amida I’ es representa en funcié de I’augment de temperatura. La linia
continua correspon a un ajust no lineal de minims quadrats de les dades basat en un model de dos estats.
S’indiquen amb fletxes els limits del desplacament espectral que es promou just abans dels principals canvis
conformacionals cooperatius.

Finalment, tant per la pressido com per la temperatura, s’observa un increment de
la freqiiéncia del maxim de I’amida I’ que correspon al desplegament de la proteina.

Tant en ’RNasa A salvatge com en les diferents variants assajades, aquesta
transicid ¢€s reversible (veure a la FIGURA 3.22, les mesures efectuades disminuint la
pressid 1 la temperatura). No obstant aixo, convé ressaltar que no es recuperen
integrament els valors inicials de freqiiéncia, donat que no tots els protons de la
proteina es van bescanviar per deuteri en les condicions experimentals inicials.
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La transicio que resulta d’analitzar la banda d’absorci6 de les tirosines al voltant
de 1515 cm™ coincideix plenament amb la transicié de desplegament i no amb els
canvis espectrals que corresponen al bescanvi H/D en la regio de la pre-transicio.

Els canvis observats durant el procés de desnaturalitzaci6 (tant per pressié com
per temperatura) en la posicié del maxim de 1’espectre en la regié de I’amida I’ i de
la banda d’absorcio6 de les cadenes laterals de les tirosines, suggereixen que la perdua
d’estructura secundaria és molt cooperativa.

Totes les corbes de desplegament es van ajustar a un model termodinamic en dos
estats (Rubens, 1999). En la TAULA 3.10 es detallen els valors del punt mig de la
transicio de desnaturalitzacié obtinguts a partir dels canvis induits en la regié de
I’amida I’ 1 en la regi6 de les tirosines quan s’augmenta la pressio i la temperatura.

TAuLA 3.10

Valors del punt mig de la transicié de desnaturalitzaci6é induida per pressio i per temperatura,
de PRNasa A salvatge i les seves variants, obtinguts a partir dels canvis espectrals en la regié
de ’amida I’ i en la regi6 de les tirosines.

Py, Ty,

Proteina (MPa) (°C)
Amida I’ Tyr Amida I’ Tyr
RNasa A comercial 743.3 779.9 61.5 63.6
RNasa A recombinant 743.2 758.1 59.4 62.8
1106A 337.5 377.5 46.6 47.9
1106L 525.6 575.8 53.6 55.7
1106V 612.0 603.5 56.2 59.0
1107A 505.7 548.9 53.7 52.9
V108A 274.6 298.1 46.0 49.0
V108G 150.7 183.2 373 375
V116G 569.1 566.8 53.9 56.4
V118A 652.0 649.0 55.7 57.8
V118G 533.0 534.1 47.6 51.7

Els valors de Py, i Ty, calculats per mitja d’ambdues bandes d’absorcid a
I’infraroig (amida I’ i tirosines) concorden de manera excel-lent. També coincideixen
amb els valors obtinguts, sota condicions comparables, per espectroscopia d’absorcio
a l’'ultraviolat de quarta derivada. Aquests resultats, doncs, demostren que el
desplacament de la banda d’absorci6 de les tirosines en 1’espectre d’infraroig i el
canvi d’absorcié a l’ultraviolat que tenen lloc durant el desplegament proteic
reflecteixen els mateixos esdeveniments moleculars, 1 estan plenament d’acord amb
els resultats que van obtenir Reinstidler i col. (1996) en un estudi d’FTIR realitzat
sobre I’RNasa A salvatge.
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A més, es pot concloure que la pérdua de I’estructura secundaria i els canvis en
I’ambient de les cadenes laterals de les tirosines tenen lloc de manera simultania, la
qual cosa suggereix que el desplegament induit per pressid i per temperatura de
I’RNasa A, sota condicions d’equilibri, és un procés global i molt cooperatiu que
implica tant I’estructura secundaria com la terciaria.

Arran d’aquesta equivaléncia entre els resultats obtinguts per mitja d’ambdues
tecniques espectroscopiques (ultraviolat i1 infraroig) i1 considerant que calen
concentracions de proteina molt diferents per tal d’enregistrar aquests espectres (1 i
75 mg/ml, respectivament), es pot inferir que el procés de desplegament ¢és
intramolecular.

Tanmateix, convé ressaltar que els valors de 77, que s’han obtingut en D,O sén
sistematicament més grans que els obtinguts per espectroscopia d’UV en H,O, tal i
com s’ha descrit en altres treballs (Talluri i Sheraga, 1990; Yamamoto i Tasumi,
1991; Fabian i col., 1994).

Com es pot comprovar, respecte a I’RNasa A salvatge, totes les transicions de
desnaturalitzacié de les proteines variants estan desplacades cap a pressions i
temperatures més baixes. Cadascuna de les substitucions disminueixen en diferent
grau D’estabilitat de la proteina. Aixi, els valors de Pj, 1 Ti, de les proteines
analitzades es troben entre 151 MPa per la V108G i 743 MPa per la proteina
salvatge, 1 entre 37°C per la V108G 1 62°C per ’'RNAsa A salvatge, respectivament.

Amb relacido a I’estabilitat, es pot deduir que entre les diferents variants que
presenten substitucions en una mateixa posicid de la proteina, I’estabilitat decreix en
I’ordre Ile>Val>Leu>Ala>Gly. Quan es comparen les posicions de la regi6 C-
terminal estudiades, s’observa que la 1106 1 la V108 presenten un paper cabdal en
’estabilitat de la proteina. Aquests resultats son del tot consistents amb els exposats
anteriorment, quan es va emprar 1’espectroscopia d’absorci6 a 1’ultraviolat.

Cal insistir especialment en el fet que per la variant V108G, el punt mig de les
transicions de desnaturalitzacié per pressio i per temperatura disminueix uns 592
MPa 1 25°C, respectivament, respecte a la proteina salvatge. Aquest resultat
suggereix que la Vall108 és un residu molt important per tal de preservar la integritat
estructural de I’estat natiu de I’RNasa A, fins al punt que la substitucié de la valina
per una glicina minva 1’estabilitat i origina petites alteracions conformacionals en
I’estat natiu (apartat 3.5.3.1.2.1), les quals es podrien associar amb una major
flexibilitat conformacional i amb una estructura proteica més oberta o dinamica. Una
possible causa de la perdua d’estabilitat podria ésser la formacié d’una cavitat en la
proteina originada per la substitucio de la valina per una glicina. Donat que la
flexibilitat proteica esta directament relacionada amb la compressibilitat, experiments
de compressibilitat de la variant V108G podrien confirmar la preséncia de la cavitat.

Tal i com s’ha comentat, s’ha observat que amb anterioritat al desplegament de
I’estructura secundaria, té lloc un desplacament de 1’espectre d’absorci6 a I’infraroig
cap a freqiiencies menors. Aquest fet és degut a un bescanvi H/D d’aquelles regions
amb un major grau de proteccid 1 que per tant restaven sense bescanviar en les
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condicions experimentals de partida. La banda d’absorci6 principal emplagada a
1637 cm™, que correspon a D’estructura full B, en augmentar la pressio o la
temperatura (just abans de la transicio de desnaturalitzacio) es desplaga de manera
pronunciada cap a 1634 cm™. En contra, el desplagament de les bandes d’absorci6 en
la regi6 de I’amida I’ que corresponen a girs (1664 i 1686 cm™) i estructures
desordenades (1651 cm™) no és tant palés, la qual cosa pot ser indicativa de qué els
protons d’aquestes estructures es bescanvien durant el tractament de bescanvi previ a
I’enregistrament dels espectres. Aquests resultats coincideixen amb els de diversos
estudis emprant ressonancia magnética nuclear bidimensional, els quals suggereixen
que les posicions que mostren un bescanvi H/D lent es localitzen en fulls 3 i hélixs
o, en regions enterrades en I’RNasa A nativa (Zhang i col., 1995; Talluri i Scheraga,
1990; Robertson 1 Baldwin, 1991; Nash i col., 1996) i en un possible lloc d’inici del
plegament que comprén principalment una regié en full B, la qual inclou la regi6é en
estudi (Neira i col., 1999).

Anteriorment, Talluri i Sheraga (1990) van proposar que 1’estat desnaturalitzat per
temperatura de I’RNasa A conté estructura residual al voltant del CFIS C-terminal. Si
assumim que l’estat desnaturalitzat de ’RNasa A que s’assoleix quan s’utilitza
pressid o temperatura conté certa estructura secundaria en aquesta regié en estudi, es
pot esperar que les substitucions introduides, les quals impliquen la delecio d’algunes
interaccions de curt i llarg abast presents en aquest estat conformacional, condueixin
a canvis en la conformaci6 de la cadena polipeptidica en 1’estat desnaturalitzat. En
aquest sentit, en aquest treball es mostra que les substitucions que presenten majors
conseqiiencies en |’estabilitat, semblen provocar una disrupcié més marcada de
I’estructura secundaria residual de [D’hipoteétic CFIS C-terminal en [Destat
desnaturalitzat per temperatura. Aixo es pot constatar en la FIGURA 3.24 a partir del
fet que aquests canvis condueixen a un perfil de forma més gaussiana de la banda de
’amida I’ i en la desaparicio del colze emplacat al voltant de 1670 cm™.

Aquesta correspondéncia s’ajusta bé amb la hipotesi que els protons que
persisteixen en 1’estat desnaturalitzat, és a dir, que presenten un major grau de
proteccid, participen de manera més significativa en 1’estabilitzacié de la proteina
(Backmann i col., 1996). Aixi doncs, els resultats suggeririen que els residus alifatics
del CFIS en estudi promouen interaccions importants per tal de consolidar certa
estructura secundaria durant les primeres etapes del plegament d’aquesta regio i per
mantenir 1’estabilitat i 1’estructura de la proteina plegada. Pel que fa a la
desnaturalitzacid induida per pressid, aquesta sembla conduir a un estat desplegat en
el qual s’obtenen practicament els mateixos espectres, tant per la proteina salvatge
com per la variant més desestabilitzada (V108G), tal i com es mostra en la FIGURA
3.24.B.
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FIGURA 3.24
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Espectres optimitzats per FSD i normalitzats de 1’estat desnaturalitzat per temperatura (0.1 MPa, 85°C) (A) i per
pressié (1200 MPa, 20°C) (B) de ’RNasa A recombinant salvatge (linia continua) i de la variant V108G (linia
discontinua).

3.5.3.1.2.4. El desplegament per pressio enfront del desplegament per
temperatura

Els canvis conformacionals en I’RNasa A salvatge 1 en les variants que resulten de
la desnaturalitzacié induida per pressio, no difereixen considerablement d’aquells
que s’observen quan es va utilitzar la temperatura com a agent desnaturalitzant..

En concordanga amb els resultats obtinguts sota condicions d’equilibri mitjancant
espectroscopia d’absorcio a I’ultraviolat, 1’estabilitat relativa de les diferents variants
de I’RNasa A ¢és la mateixa quan es compara el desplegament induit per pressio i el
desplegament per temperatura per mitja d’FTIR. Aixo és, si representem Pj/, enfront
de Ty, , calculats a partir de les transicions de desnaturalitzacid seguides per
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espectroscopia d’infraroig, observem que la relacié entre ambdues variables és lineal
(FIGURA 3.25).

FIGURA 3.25
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Correlaci6 entre els punts mitjos de desnaturalitzacid per pressié i els punts mitjos de desnaturalitzacid per
temperatura estimats per I’'RNasa A salvatge i per cadascuna de les variants, a partir de les dades obtingudes
emprant 1’espectroscopia d’infraroig. La linia continua mostra el millor ajust de les dades a una equaci6 lineal (r
=0.954).

La bona correlaci6 entre Py, i T, indicaria que 1’assumpcié d’un desplegament
per temperatura en dos estats (ampliament detallat a la bibliografia), també és
aplicable al desplegament induit per pressid. A més, aquesta linealitat suggereix que
les substitucions que s’han dut a terme tenen un efecte equivalent tant en el
desplegament per pressié com en el de temperatura.

La desnaturalitzaci6 per temperatura, a diferéncia de la desnaturalitzacido per
pressio, condueix, en moltes proteines, a la formacié irreversible d’estructura
intermolecular en full B i a I’agregaci6. Aquest procés es manifesta per un increment
en la intensitat de la banda d’absorcié de I’amida I’ al voltant de 1615-1620 cm™. Els
nostres resultats indiquen clarament [’abséncia d’agregacid en el procés de
desnaturalitzacié per temperatura de les proteines assajades, d’acord amb el
comportament de I’RNasa A salvatge descrit per Clark i col. (1981). Per tant, es pot
afirmar que I’estat desnaturalitzat de ’RNasa A tant per pressio com per temperatura
¢és un estat reversible.

Convé destacar, perd, que el maxim de I’espectre d’infraroig en la regido de
I’amida I’ de I’estat desnaturalitzat de I’'RNasa A salvatge, aixi com de les seves
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variants, se situa a una freqiiencia diferent, segons si s’ha emprat pressid o
temperatura.

Quan s’utilitza la pressié com a agent desnaturalitzant, el maxim de 1’espectre a
1200 MPa se centra en la regio de 1640 cm™, mentre que quan s’utilitza la
temperatura, el maxim de I’espectre a 85°C es localitza a 1650 cm™ (FIGURA 3.24).
Segons Takeda i col. (1995), els quals van observar un efecte similar per I’'RNasa A
salvatge, aquest desplacament suggeriria que 1’esquelet polipeptidic en 1’estat
desplegat per pressio de ’RNasa A salvatge i de les diferents variants esta més
solvatat que en D’estat desnaturalitzat per temperatura. Semblaria, doncs, que la
pressio promou un estat desplegat de la proteina diferent al que s’obté per pressid. A
més, d’una banda, la major intensitat a 1630 cm’! en I’espectre de 1’estat
desnaturalitzat per pressio suggeriria un contingut superior en full B, i d’altra banda,
la major intensitat a 1670 cm’ en I’estat desnaturalitzat per temperatura suggeriria un
contingut més elevat en girs. Aix0 estaria d’acord amb els resultats obtinguts en
anteriors treballs, on la desnaturalitzacié induida per pressid6 sembla conduir a un
estat molten globule (Masson i Cléry, 1996; Zhang i col., 1995; Yamaguchi i col.,
1995) i en canvi, ’estat desnaturalitzat per temperatura, presentaria un major
desplegament de la cadena polipeptidica (Zhang 1 col., 1995). Aquest resultat
complementa els obtinguts per absorcié a l'ultraviolat, on es va comprovar que
ambdoOs estats desnaturalitzats es caracteritzaven per presentar un increment
comparable de la polaritat mitjana al voltant de les tirosines (apartat 3.5.3.1.1.1).

3.5.3.1.2.5. Variacio en el contingut d’estructura secundaria a partir dels canvis
espectrals

Per tal de determinar els canvis conformacionals de 1’esquelet polipeptidic en
termes de variacié dels elements d’estructura secundaria durant el desplegament
induit per pressio 1 per temperatura de les proteines estudiades, es van ajustar una
série de corbes gaussianes a cadascun dels espectres enregistrats durant el procés de
desnaturalitzacié (Smeller i col., 1995) (apartat 2.2.2.2.5.2). Per I’'RNasa A, la
intensitat relativa de la banda a 1637 cm™ és la més aparent, la qual cosa suggereix
que en l’estat natiu predomina ’estructura en full B. De fet, ’area de les corbes
gaussianes assignades a I’estructura secundaria de tipus full B, gairebé correspon a la
meitat de 1’area total de ’espectre de ’estat natiu de ’'RNAsa A. Donat que les
substitucions dels aminoacids van tenir lloc en una regié en full B i que
I’espectroscopia d’FTIR és particularment sensible als canvis en les cadenes 3 de les
proteines (Fabian i col., 1994), era d’esperar que les variacions més marcades de
I’espectre s’originessin per alteracions en aquest element d’estructura secundaria.
Aixi doncs, es va representar la variacié del percentatge de les dues bandes principals
de I’amida I’ al llarg del procés de desnaturalitzacid induit per pressid i1 per
temperatura. Es a dir, la banda a 1637 cm™ que reflecteix la pérdua d’estructura en
full B, i la banda a 1651 ecm™ que indica 1’aparici6 d’estructura desordenada. Els
resultats obtinguts per la variant V118G s’il-lustren en la FIGURA 3.26.
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FIGURA 3.26
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Efecte de la pressio (A) i de la temperatura (B) en les arees de les bandes d’absorcié del full B (1637 cm™) i
estructura desordenada (1651 cm™) per la variant V118G.

Ambdues bandes mostren canvis sobtats i concomitants de la intensitat durant el
procés de desnaturalitzacid. Les transicions de desnaturalitzacié obtingudes
mitjangant el seguiment dels efectes de la pressid i de la temperatura en les arees de
les bandes d’estructura en full B i desordenada, per a cadascuna de les proteines
assajades, concorden basicament amb els resultats exposats anteriorment, la qual
cosa suggereix que el patré de desplegament de I’estructura en full B per a cadascuna
de les proteines estudiades té lloc de manera coordinada al desplegament global que
presenten aquestes proteines.
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3.5.4. La variant Y115W

3.5.4.1. Desnaturalitzacio per pressio i desnaturalitzacio per temperatura

En aquest apartat s’exposen els resultats obtinguts en els experiments de
desnaturalitzacid, per pressio i temperatura, de la variant Y115W i es comparen amb
els de la proteina salvatge. Les caracteristiques peculiars de la cadena lateral del
triptofan han de permetre el seguiment del procés de desplegament de la proteina
mitjangant espectroscopia de fluorescencia, a més de les altres técniques presentades
anteriorment per la resta de variants hidrofobiques (apartat 3.5.3).

3.5.4.1.1. Espectroscopia d’absorcio a l'ultraviolat i espectroscopia de fluorescencia

Un canvi en I’ambient d’un residu de tirosina durant el desplegament d’una
proteina produeix una alteracié de les propietats optiques del residu en qiiestio. Aixi
doncs, I’alteraci6 de ’espectre d’absorcié d’aquest residu €s conseqiiencia del procés
de desplegament que t¢ lloc en aquella posicié concreta de la proteina. Tanmateix, tal
1 com s’ha esmentat en 1’apartat 3.5.3.1.1.1, donat que I’RNasa A conté¢ sis residus de
tirosina, els canvis que s’observen en l’espectre d’absorcid a 1’ultraviolat que
acompanyen el desplegament de la proteina representen la mitjana de cadascuna de
les contribucions d’aquests residus de tirosina. Per tant, els espectres d’absorcié a
I’ultraviolat no ens proporcionen informacié sobre regions especifiques, sin6é que ens
aporten una percepcid general del desplegament de tota la proteina.

A fi d’aconseguir informacio especifica de la regio C-terminal de ’RNasa A, es
va reemplagar la Tyr115 per un triptofan.

En aquest apartat es presenten els resultats obtinguts mitjangant espectroscopia
d’absorcio a I’ultraviolat de quarta derivada i espectroscopia de fluorescéncia del
procés de desplegament induit per pressid i per temperatura, sota condicions
d’equilibri, de la variant Y115W.

Quan es va seguir el procés de desnaturalitzacido induit per pressid 1 per
temperatura de I’RNasa A salvatge mitjancant espectroscopia de fluorescéncia, no es
van observar diferéncies espectrals prou marcades per tal de poder analitzar
curosament la transicid. Aixo pot ser degut a la baixa sensibilitat de la fluorescéncia
intrinseca dels residus de tirosina als canvis en I’ambient de la proteina. Donat que
ambdos processos de desnaturalitzacidé donen lloc a resultats practicament identics, a
la FIGURA 3.27 només es presenten els espectres d’emissio de fluoresceéncia de
I’RNasa A salvatge en funci6 de la temperatura.

Aixi doncs, els parametres que caracteritzen la transici6 de desnaturalitzaci6 de la
variant Y115W, obtinguts per ambdues técniques fisiques (absorcio a 1’ultraviolat 1
fluorescencia), es van poder calcular i es comparen amb els obtinguts per la proteina
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salvatge, quan es va seguir el desplegament per mitja d’espectroscopia d’absorcio a
I’ultraviolat.

FIGURA 3.27
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Variaci6 de I’espectre d’emissié de fluorescéncia de ’'RNasa A salvatge quan s’irradia amb una longitud d’ona de
265 nm en funcié de la temperatura, entre 1’estat natiu i el desnaturalitzat. Condicions experimentals: Acetat sodic
50 mM (pH 5.0), P = 0.1 MPa i una concentracié de proteina de 0.5 mg/ml. L’insert mostra la corba de
desnaturalitzacié per temperatura de I’RNasa A salvatge. La fluorescéncia total entre 280 i 400 nm es va
representar en funci6 de 1’augment (o) i disminuci6 (0) de temperatura. La linia continua correspon a un ajust no
lineal de minims quadrats de les dades basat en un model de dos estats.

3.5.4.1.1.1. Espectre d’absorcio en la regio de ['ultraviolat

En la FIGURA 3.28, es representen els espectres d’absorcid de quarta derivada de
la variant Y115W optimitzats per les tirosines (AA = 2.6) en funci6 de la pressio i de
la temperatura. S’evidencia que I’estat natiu de la proteina consta de dos pics
principals: un pic situat a 291 nm, el qual és caracteristic de I’absorci6 del Trp, 1 un
altre que es troba a 286 nm i que resulta de 1’absorcio de les tirosines. Aixi doncs, és
possible seguir de manera simultania, durant el desplegament de la proteina, els
canvis en I’ambient de les tirosines i del triptofan per mitja de seguir la variacio
d’ambdues regions espectrals.

Si bé el pic que correspon al triptofan practicament no es troba afectat per la
desnaturalitzacio de la proteina (tant per pressid com per temperatura), el pic que
pertany a les tirosines experimenta un desplacament cap al blau i un canvi en
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I’amplitud com a conseqiiéncia d’una variacio en la polaritat de ’ambient d’aquests
residus.

FIGURA 3.28
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(A) Espectre d’absorci6 a 1’ultraviolat de quarta derivada de la variant Y115W en funcié de la temperatura, entre
19 1 73°C. Condicions experimentals: acetat sodic 50 mM (pH 5.0), P = 0.1 MPa i una concentracié de proteina
de 1 mg/ml. (B) Espectre d’absorcié a I’ultraviolat de quarta derivada de la variant Y115W en funci6 de la

pressio, entre 0.1 i 440 MPa. Condicions experimentals: MES 50 mM (pH 5.0), T = 40°C i una concentracié de
proteina de 1 mg/ml.

FIGURA 3.29
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Corba de desnaturalitzacio per temperatura (A) i per pressio (B) de la variant Y115W seguida pels canvis en la
regio de les tirosines de I’espectre d’absorcié a l’ultraviolat de quarta derivada, optimitzat per aquest tipus
d’aminoacid (AA = 2.6). La linia continua correspon a un ajust no lineal de minims quadrats de les dades basat en
un model de dos estats. L’insert mostra el seguiment del procés de desnaturalitzacié per temperatura per mitja
d’enregistrar els canvis en la regio del triptofan de ’espectre d’absorcié a I’ultraviolat de quarta derivada,
optimitzat per aquest tipus d’aminoacid (AA = 1.6).
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Quan es van monitoritzar els canvis en la regio de les tirosines (275-290 nm) de
I’espectre d’absorcié de quarta derivada optimitzat per aquest tipus d’aminoacid,
I’efecte de la pressi6 1 de la temperatura s’ajusta bé a una transicid de
desnaturalitzacio en dos estats (FIGURA 3.29). Cal assenyalar que quan es va seguir el
procés de desplegament, per pressio 1 per temperatura, mitjangant els canvis en la
regi6 d’absorcid del triptofan (290-295 nm) de D’espectre d’absorci6 de quarta
derivada optimitzat per aquest tipus d’aminoacid (AA = 1.6), no es va observar cap
transicio aparent, tal i com s’indica a ’insert de la FIGURA 3.29 que correspon al
procés de desnaturalitzacid per temperatura. Aquest fet suggereix que la banda
d’absorcid del triptofan no es troba afectada per la desnaturalitzacid de la proteina i
que per tant, aquesta variant no presenta canvis significatius en la polaritat al voltant
d’aquest residu durant el desplegament.

3.5.4.1.1.2. Fluorescencia del triptofan

En I’espectre d’emissio de fluorescéncia de la variant Y115W quan s’excita a 265
nm s’evidencia, tant en 1’estat natiu com en I’estat desnaturalitzat (per pressio i per
temperatura), I’emissi6 dominant del Trpl15 (al voltant de 350 nm) i 1’emissid
secundaria de les cinc tirosines (centrat al voltant de 302 nm) (FIGURA 3.30). Tenint
en compte que els resultats obtinguts per ambdés processos de desnaturalitzacio soén
molt similars, a continuacid s’exposa com a exemple el canvi que s’observa en
I’espectre d’emissio de fluorescencia de la variant Y115W en funci6 de la pressio.

FIGURA 3.30
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Variaci6 de I’espectre d’emissio de fluorescéncia de la variant Y115W quan s’irradia amb una longitud d’ona de
265 nm en funci6 de la pressio, entre 0.1 1 640 MPa. Condicions experimentals: MES 50 mM (pH 5.0), T = 40°C
i una concentracio de proteina de 0.5 mg/ml.
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Aquest fet s’explica perqué les propietats fluorescents del residu de triptofan que
s’ha introduit son dominants respecte a la contribucié dels residus de tirosina i
fenilalanina, ja que tant la seva absorbancia en la longitud d’ona d’excitacié com el
seu rendiment quantic d’emissi6 son molt més grans que els valors corresponents als
residus de tirosina i fenilalanina. En aquest procés, la llum absorbida per un cromofor
es transfereix a un altre que absorbeix a una longitud d’ona més llarga, el qual emetra
I’energia en forma de fluorescéncia. Atés que les longituds d’ona d’absorcid dels
aminoacids aromatics estan ordenades segons Phe<Tyr<Trp, les proteines que
contenen els tres tipus de residus, com ara la variant Y115W, generalment emeten
fluorescencia tipica de Trp.

Quan aquesta variant s’excita a 295 nm, I’espectre de fluorescéncia que s’obté
resulta unicament de I’emissio del triptofan (FIGURA 3.31). Aixo0 es deu al fet que les
tirosines no absorbeixen a aquesta longitud d’ona. Aixi doncs, és possible excitar
unicament el Trp115 per mitja d’irradiar amb una longitud d’ona de 295 nm.

FIGURA 3.31
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Variaci6 de ’espectre d’emissié de fluorescéncia de la variant Y115W quan s’irradia amb una longitud d’ona de
295 nm (excitant només el triptofan) en funcié de la pressio, entre 0.1 i 640 MPa. Condicions experimentals:
MES 50 mM (pH 5.0), T = 40°C i una concentracié de proteina de 0.5 mg/ml. L’insert mostra la corba de
desnaturalitzacid per pressio de la variant Y115W. La fluorescéncia total entre 310 i 440 nm es va representar en
funci6 de ’augment (@) i disminuci6 (0) de pressio. La linia continua correspon a un ajust no lineal de minims
quadrats de les dades basat en un model de dos estats.
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3.5.4.1.1.3. Analisi del desplegament local i efecte de la substitucio en
’estabilitat

En la FIGURA 3.31 es presenten els canvis en 1’espectre d’emissiod de fluorescéncia
durant el desplegament per pressi0 quan s’irradia la mostra a 295 nm. En el
desplegament per temperatura, es van obtenir resultats molt similars. Ambdos
processos de desnaturalitzacié (per pressid i per temperatura) s’ajusten bé a un
mecanisme de desplegament en dos estats.

Ates que les propietats fluorescents dels residus de tirosina son poc marcades, la
introducci6 del triptofan suposa un augment considerable en les propietats
fluorescents de la molécula. L’apaivagament o extincié de 1’emissi6 de fluorescéncia
del Trp115 en I’estat natiu de la proteina indica que aquest participa en algun tipus
d’interaccié amb un o més residus que 1’envolten. Els canvis en 1’espectre d’emissio
durant el desplegament s’originen o poden ser atribuits a alteracions en ’entorn del
triptofan.

Generalment s’accepta que no hi ha cap correlaci6 entre el rendiment quantic del
triptofan i la seva accessibilitat al solvent (Eftink, 1991). Tanmateix, el desplacament
de la Apax de I’emissio de fluorescéncia d’un residu de triptofan entre 1’estat plegat i
el desplegat d’una proteina ens indica la diferéncia de polaritat de 1’ambient del
residu entre ambdos estats (Lange i col., 1996). Quan es va representar la variaci6 del
centre de masses espectral (Silva 1 col.,, 1986) en funcio de la pressido o de la
temperatura no es va observar cap transicid. Aix0 indicava, confirmant els resultats
obtinguts per absorcié de quarta derivada optimitzats pel triptofan, que no hi ha
variacions en la polaritat al voltant d’aquest residu durant el procés de
desnaturalitzacio.

Quan es va representar 1’emissié de fluorescéncia total (entre 315 i 400 nm)
enfront de la pressio o de la temperatura, es va obtenir una corba de desnaturalitzacio
caracteristica com la que es presenta en I’insert de la FIGURA 3.31. Aquesta transicio
es va ajustar al mateix model de desplegament en dos estats que en els experiments
d’absorcio (apartat 3.5.3.1.1).

Els valors dels parametres termodinamics obtinguts per pressio i per temperatura,
aixi com els valors de Py, 1 T, per ambdues técniques de seguiment es presenten
respectivament en la TAULA 3.111 3.12.

La fluorescencia ens proporciona parametres termodinamics similars als obtinguts
per absorci6 a I’ultraviolat de quarta derivada, tant per pressié com per temperatura.
En la FIGURA 3.32 es mostra com la transicid de desnaturalitzacid per temperatura
que s’obté per ambdues técniques de seguiment €s completament sobreposable.
Considerant que la intensitat de fluorescéncia depén de 1’ambient local on es troba
emplacat el triptofan 1 que els espectres d’absorcidé de quarta derivada reflecteixen
canvis generals en 1’estructura de la proteina, aquest resultat reforca la hipotesi que el
procés de desplegament és molt cooperatiu i en dos estats.
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FIGURA 3.32
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Corbes de desnaturalitzacié per temperatura de la variant Y115W monitoritzades per mitja de la fluorescéncia
total (e) i de I’absorcid a ’ultraviolat de quarta derivada (0) optimitzada per observar els canvis en les tirosines,
ambdues a pH 5.01 0.1 MPa.

TauLA 3.11

Parametres que caracteritzen la desnaturalitzacié per pressio de la variant Y115W a 40°C i 0.1
MPa i la seva comparacié amb I’RNasa A recombinant salvatge “.

Proteina AGy AV Py, Ax Ao
(KJ mol™) (cm® mol™) (MPa) (nm) ° (nm) *
Rec. salvatge 24.61 (0.70) -46.5 (fixat) 529 285.4 285.0
Y115W abs. 18.12 (1.39) -43.2 (4.4) 419 285.6 284.1
Y115W fluor. 19.66 (0.44) 47.6(12) 413 : }

“ Els numeros entre paréntesi son els errors estandard. ” Rec. salvatge: recombinant salvatge; abs.: absorcio; fluor.:
fluorescéncia. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud de quarta derivada a 0.1 MPa més proxima al punt
isosbéstic de 283.5 nm. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud de quarta derivada a 440 MPa més proxima al
punt isosbéstic de 283.5 nm.
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TAuLA 3.12

Parametres que caracteritzen la desnaturalitzacié per temperatura de la variant Y115W al punt
mig de la transicio i a 0.1 MPa i la seva comparacié amb I’RNasa A salvatge “.

Proteina ° AHTuz Ty, AGy,,. Ax Ao
(KJ mol™) 0 (KJ mol")¢ (nm) ¢ (nm) ¢
Rec. salvatge 437 (12) 58.0 (0.1) 21.16 (0.67) 285.5 283.9
Y115W abs. 416 (19) 542 (0.1) 16.39 (0.82) 284.6 2833
Y115W fluor. 378 (17) 553 (0.2) 15.67 (0.81) . .

“ Els nameros entre paréntesi son els errors estandard. ” Veure TAULA 3.11 © Energia lliure de desplegament
calculada a 40°C. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud de quarta derivada a 25°C més propera al punt
isosbéstic de 283.5 nm. ¢ Longitud d’ona de la maxima amplitud de quarta derivada a 75°C més propera al punt
isosbéstic de 283.5 nm.

D’altra banda, les similituds entre els valors dels parametres termodinamics i els
valors de Py, 1 Ty, obtinguts per la variant Y115W respecte als obtinguts per la
proteina salvatge indiquen que la substitucié de la tirosina per un triptofan no altera
de manera remarcable ’estabilitat de ’RNasa A. Aquest resultat suggereix que
aquesta variant pot ser emprada com a sonda fluorescent de la regi6 en estudi.

3.5.4.1.2. Espectroscopia d’absorcio a l’infraroig

En la TAULA 3.13 s’exposen els valors del punt mig de la transicid de
desnaturalitzacio per pressio i temperatura obtinguts a partir dels canvis induits en la
regi6 de I’amida I’ i en la regi6 de les tirosines.

TAuLA 3.13

Valors del punt mig de la transiciéo de desnaturalitzacié induida per pressio i per temperatura,
de ’RNasa A salvatge i la variant Y115W, obtinguts a partir dels canvis espectrals en la regio
de Pamida I’ i en la regi6 de les tirosines.

Py, (MPa) Ty, (°O)
Proteina Amida I Tirosines Amida I’ Tirosines
Recombinant salvatge 743.2 758.1 59.4 62.8
Y115W 694.5 716.3 57.5 59.8

Els valors de P, i Ti, estimats per mitja d’ambdues bandes d’absorcid a
I’infraroig (amida I’ i tirosines) coincideixen plenament. Els valors de 7j, es
corresponen amb els valors obtinguts, sota condicions comparables, per
espectroscopia d’absorcid a ['ultraviolat de quarta derivada i1 espectroscopia de
fluorescéncia. Tanmateix, els valors de Pj, estimats no poden ésser comparats
directament, donat que la temperatura a la qual es van dur a terme aquests
experiments diferia en 20°C.
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Es va dur a terme una analisi qualitativa del perfil dels espectres optimitzats per
FSD i es va observar que, en I’estat natiu, la proteina salvatge i la variant Y115W
mostren similitud estructural. D’acord amb aix0, en condicions natives, no es
contemplen diferéncies en el contingut d’estructura secundaria entre aquesta variant i
la proteina salvatge, la qual cosa esta d’acord amb els resultats obtinguts per
dicroisme circular.

3.5.4.2. Desnaturalitzacio per urea

3.5.4.2.1. Espectroscopia de fluorescencia

El seguiment del procés de desnaturalitzacié mitjancant fluorescéncia de ’RNasa
A salvatge (comercial i recombinant) i de la variant Y115W emprant urea com agent
desnaturalitzant es va dur a terme mesurant la intensitat de fluorescencia d’emissi6 a
diferents concentracions d'urea.

La longitud d'ona d'excitacié que es va emprar va ser de 278 nm. Per bé que per a
la proteina salvatge l'emissi6 de la fluoresceéncia es va mesurar a 305 nm, per la
variant Y115W es va enregistrar a 350 nm. En aquestes longituds d'ona s’observen
les maximes diferéncies d'intensitat de fluoresceéncia d'emissid entre els espectres de
proteina nativa i els espectres de proteina desnaturalitzada.

Per tal de mesurar l'estabilitat de les proteines en estudi a partir de les dades de
fluoresceéncia, es van seguir els passos que es detallen a continuacid. Donat que
aquest procediment ¢€s ideéntic per a les dues proteines estudiades, aquest només es
descriu per la proteina variant Y115W.

En primer lloc, les dades d'intensitat de fluorescéncia (y) enregistrades en
l'equilibri es van representar graficament en funcio de la concentracié d'urea (FIGURA
3.33).

FIGURA 3.33
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Desnaturalitzacié per urea de la variant Y115W en amortidor acetat sodic 50 mM (pH 5.0), 37°C i una
concentracio de proteina de 100 pg/ml.
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En segon lloc, a partir de les dades d'intensitat de fluorescencia enregistrades en
l'equilibri es van calcular els percentatges (y (%)), prenent com a 100% el valor de la
fluorescéncia de l'estat desnaturalitzat a la maxima concentracio d'urea emprada, i es
van representar graficament en funcid de la concentracié d’agent desnaturalitzant. El
resultat d'aquesta representacio es mostra en la FIGURA 3.34. Els valors d'intensitat de
fluorescéncia en percentatges s'han ajustat a l'equacio:

Yors=L (0B [DDH(0n B, [D])-e " PHPIR KT [ 14 I IPHPT KT 3.3)

Aquesta equaci6 ens permet calcular els parametres que caracteritzen les regions
pre- i post-transicio (o, Bs, o, , B,), aixi com els parametres propis de la regi6 de
transicio (m 1 [D], ,).

FIGURA 3.34
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Desnaturalitzacié per urea de la variant Y115W en amortidor acetat sodic 50 mM (pH 5.0) i a una concentracio
de proteina de 100 pg/ml.

Tot seguit, per tal de calcular la fraccid6 de proteina desnaturalitzada, es va
normalitzar la corba assumint un model de dos estats. La fracci6 de proteina
desnaturalitzada (/7)) es pot escriure com:

Fy= 0=y 0= 2) 34

on yr 1y, son les variables intensitat de fluoresceéncia de la conformacié nativa i
desnaturalitzada, respectivament, 1 y, . la intensitat de fluorescéncia mesurada.

Es considera que y¢ i1 y, son linealment dependents de la concentracidé d'agent
desnaturalitzant. Tenint en compte aquest fet, es pot escriure que:
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¥y =0+ B [D] 3.5
y, =0, +B,-[D] 3.6)
on 041 o, son els punts de tall amb l'eix de les y i B¢ i B, son els pendents de les

regions pre 1 post-transicio, respectivament. [D] fa referéncia a la concentracid
d’agent desnaturalitzant.

Aleshores:

FU = ((af+ Bf' [D]) _yobs) / (af - (Xu + [D](Bf_ Bu)) (3‘7)

Finalment, els valors obtinguts, corresponents a la fracci6 de proteina
desnaturalitzada (FYy;), es van representar graficament en funcid de la concentracio
d'urea (FIGURA 3.35).
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Desnaturalitzacié per urea de la variant Y115W en amortidor acetat sodic 50 mM (pH 5.0), 37 °C i una
concentracio de proteina de 100 pg/ml.

La corba de desnaturalitzacié normalitzada s'ajusta, mitjangant una analisi no
lineal de minims quadrats, a I'equacio:

Fu=11/(1+¢lm 1D/ &7) 3.8)

Els parametres que caracteritzen la regi6 de transicidé (m i [D],,) també vénen
donats per aquesta equacio. Convé ressaltar que el parametre m ¢és la pendent de la
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transicio i [D];), és la concentracié d’agent desnaturalitzant en la qual el 50% de la
proteina esta desplegada.

El procediment que es va emprar per representar les corbes de desnaturalitzacid
normalitzades 1 per calcular els parametres m i [D],, de ’RNasa A salvatge
(comercial i recombinant) va ser el mateix que el que s'ha descrit per la variant
YI115W.

Les corbes de desnaturalitzacid per urea normalitzades de I’RNasa A salvatge
comercial, ’'RNasa A salvatge recombinant i de la variant Y115W es mostren a la
FIGURA 3.36.

FIGURA 3.36
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Corbes de desnaturalitzacid per urea, normalitzades, de I’'RNasa A salvatge comercial (®), ’'RNasa A salvatge
recombinant (O) i de la variant Y115W (A). Condicions experimentals: acetat sodic 50 mM (pH 5.0), 37°C i
concentracid de proteina 100 pg/ml.

Clarke 1 Fersht (1993) van assenyalar que petits errors en 1’estimacio del pendent
de la transici6 donen lloc, en I'extrapolacio, a grans errors en l'estimacid de AGu,0).
Aleshores van proposar de calcular aquest parametre amb el valor mitja del
parametre m, obtingut per a cadascuna de les proteines estudiades, de manera que
I'equaci6 2.30 utilitzada per estimar I'estabilitat de cada proteina esdevé:

AG(HzO) = mavr-[D]l/2 (3.9)
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Els parametres calculats com a valor mig de tres determinacions es mostren a la
TAULA 3.14.

TAuULA 3.14

Parametres que caracteritzen la desnaturalizacié per urea seguida per fluorescéncia de la RNasa A
salvatge natural, salvatge recombinat i de la variant Y115W a pH 5.0i 37°C

Proteina m (KJ molM™)* [D],,, (M)® AG g1,0) (KJ mol™) ¢
Comercial 6.23 4.34 24.7
Rec. salvatge 5.31 4.34 24.7
Y115W 5.48 3.50 19.9

: ¢és la concentracié d'urea en que el 50% de la proteina esta

El valor de m__ és 5.69.
avr

m ¢és la pendent de la transicio. b [D],,

desnaturalitzada. ¢ Calculat a partir de AGuy0)=m, [D],,.

Es comprova que el valor de AG,0) calculat per ambdues proteines salvatges és
identic. Aix0 ens indica que l'estabilitat conformacional ¢és la mateixa. La variant
Y115W presenta uns valors de AG,0) 1 [D]1/2 forga semblants a la proteina salvatge.
Aquest resultat concorda amb els obtinguts mitjangcant desnaturalitzacié induida per
pressio 1 temperatura a 40°C, ja sigui quan es va monitoritzar per espectroscopia
d’absorci6 a I’ultraviolat o per espectroscopia de fluorescéncia.

3.5.4.2.2. Electroforesi en gel de poliacrilamida amb gradient transversal d'urea

En un gel de poliacrilamida amb gradient transversal d'urea (veure apartat
2.2.3.2), la desnaturalitzaci6 d'una proteina s’evidencia per un decrement en la
mobilitat electroforética, ja que la proteina desplegada té un volum hidrodinamic més
gran.

Quan es va analitzar el procés de desnaturalitzaci6 de 1’RNasa A salvatge
(comercial i recombinant) i de la variant Y115W, es va observar sempre una petita
transicio sigmoidal entre els dos estats de la proteina (natiu i desnaturalitzat) dins
d'un marge de concentracio d'urea molt estret. Aquest tipus de transicio ¢és indicatiu
d'un desplegament molt cooperatiu.

A la vegada, la cin¢tica de la transicid queda reflectida en la continuitat de la
banda de proteina en el gel (Goldenberg, 1989). Es va observar per a les tres
proteines, comercial, recombinant salvatge i Y115W, una banda continua i marcada
en la regid de la transicid, la qual era indicativa d’un rapid equilibri entre les
conformacions que s’interconverteixen.

A concentracions d’urea per sota o per sobre d’aquesta transicid no s’observa cap
canvi en la mobilitat. Cal assenyalar que les tres proteines presenten la mateixa
mobilitat electroforética i per tant el mateix volum hidrodinamic a una concentracid
9 M urea.
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Els resultats obtinguts per ’RNasa A salvatge son coherents amb els descrits en
altres treballs i amb el mecanisme de desnaturalitzacié en dos estats que presenta
I’RNasa A (Creighton, 1979a).

De la mateixa manera que en la desnaturalitzacié per urea seguida mitjancant
fluoresceéncia, per tal d’estimar l'energia lliure de desnaturalitzacid en absencia
d'agent desnaturalitzant, la regid6 de la transici6 s’extrapola linealment a una
concentracio zero d'urea. Ara bé, aquesta extrapolacié presenta diversos problemes.
D’una banda, la urea sol difondre durant la preparacié del gel i durant la realitzacid
de I’electroforesi. D’altra banda, donat que els quatre enllagos de pont disulfur que
presenta la proteina impossibiliten 'aparicié de conformacions més desplegades de la
proteina, el canvi en la mobilitat electroforética de ’RNasa A és molt petit i per tant
la transicié de desnaturalitzacidé €s molt reduida. Finalment, cal tenir en compte la
incertesa a l'hora d'assignar un valor de concentracié d'urea a cadascuna de les
posicions del gel.

Amb motiu d’aquests problemes, el calcul dels parametres termodinamics no es
va fer com es descriu en el treball de Hollecker i Creighton (1982), sin6 que es va
seguir el procediment que s’exposa tot seguit. Donat que aquest procediment és
identic per a les tres proteines estudiades, aquest només es descriu per ’RNasa A
comercial. Basicament, es tracta d'aplicar el model de Clarke i Fersht que es va
emprar per analitzar les corbes de desnaturalitzacid per urea monitoritzades
mitjangant fluorescéncia 1 que s’exposen a I’apartat 3.5.4.2.1, perod substituint el
parametre intensitat de fluorescencia per la mobilitat electroforética.

En primer lloc, amb un escanner es va digitalitzar la informacié del gel de
poliacrilamida (FIGURA 3.37).

FIGURA 3.37
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Resultat de I’escanneig del gel de poliacrilamida amb gradient transversal d'urea (0-9M) de I’RNasa A a pH 4.0 i
37°C.
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En segon lloc, mitjancant el programa DATATHIEF (Kees Huyser i Jan van der
Laan, Symantec Corp. 1995), la corba de desnaturalitzacio de la proteina es va
transformar a coordenades cartesianes 1 es va representar graficament en uns eixos de
coordenades. El resultat d’aquesta representacio es mostra a la FIGURA 3.38.

FIGURA 3.38
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Corba de desnaturalitzacié de ’RNasa A, a pH 4.0 i 37°C, per mitja de l'electroforesi en gradient d'urea,
obtinguda a partir de 1’escanneig del gel original i de la transformacié de les dades a coordenades cartesianes
emprant el programa DATATHIEF. Les dades es van ajustar a l'equaci6 3.3 descrita a I’apartat 3.5.4.2.1.

Donat que la transici6é de desnaturalitzaci6, induida per urea, s'ajusta a un model
en dos estats (Creighton, 1979a), la mobilitat de la banda de proteina a través del gel
esta directament relacionada amb la fraccié de proteina desnaturalitzada, Fyy. A fi de
calcular la fraccié de proteina desnaturalitzada es va normalitzar la corba mitjangant
I'equaci6 3.7 (apartat 3.5.4.2.1).

Els valors que es van obtenir, corresponents a la fraccid6 de proteina
desnaturalitzada (Fy), es van representar graficament en funcié de la concentracio
d'urea (FIGURA 3.39).
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FIGURA 3.39
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Corba de desnaturalitzaciéo normalitzada de I’'RNasa A, a pH 4.0 i 37°C, seguida per mitja de I'electroforesi en
gradient d'urea. Les dades es van ajustar, mitjancant una analisi no lineal de minims quadrats, a l'equacié 3.8
(apartat 3.5.4.2.1).

Les corbes de desnaturalitzacid per urea normalitzades de I’RNasa A salvatge
(comercial 1 recombinant) 1 de la variant Y115W es mostren a la FIGURA 3.40.
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Corbes de desnaturalitzacié normalitzades de 1’RNasa A salvatge comercial (——), ’RNasa A salvatge

recombinant (- )1ilavariant Y115W (------- ), apH 4.0137°C.
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Els parametres que es van estimar a partir d’aquestes transicions de
desnaturalitzaci6 es mostren a la TAULA 3.15.

TAULA 3.15

Parametres que caracteritzen la desnaturalitzacié per urea seguida per electroforesi en gel de
poliacrilamida amb gradient transversal de la RNasa A salvatge comercial, salvatge recombinat
i de la variant Y115W, a pH 4.0i 37°C.

Proteina m (KJ mol" M™)* [D],,, (M)°® AG 1,0, (KJ mol™)©
Comercial 6.36 3.77 36.5
Rec. salvatge 10.59 3.69 35.7
Y115W 12.05 2.83 274

a

m és la pendent de la transicio. ® [D] , és la concentracié d'urea en qué el 50% de la proteina esta

El valor de m_ és 9.67.

172

desnaturalitzada. ¢ Calculat a partir de AGuy0)=m, [D],,

Els parametres termodinamics calculats per la proteina comercial son
practicament idéntics als de la proteina salvatge recombinant. Pel que fa a la proteina
variant, el valor de AGg,0) obtingut (27.4 KJ mol™) indica que la substitucié de la
tirosina 115 per un triptofan no altera de manera marcada I’estabilitat conformacional
de la proteina.

S’ha de destacar que, atés que aquests experiments de desnaturalitzacié s’han dut
a terme a pH 4.0, els valors de AG estimats no es poden comparar directament amb
els obtinguts per mitja de les altres técniques emprades pel seguiment del procés de
desnaturalitzacio.

Els resultats obtinguts il-lustren com el desplegament d’una proteina es pot seguir
amb electroforesi, fins i tot quan ’estat desnaturalitzat presenta enllacos de pont
disulfur. Aixi mateix, demostren que aquesta técnica pot ésser valida per comparar
I’estabilitat de diferents variants d’una proteina, malgrat hagi estat considerada per
alguns autors com a una técnica semiquantitativa (Creighton, 1980)
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3.6. Discussio general

L’enginyeria de proteines ha obert un nou cami experimental per determinar
quantitativament els factors que governen 1’estabilitat d’una proteina. La informacio
que proporciona aquest metode aporta la base per endegar el redisseny racional de les
proteines a fi d’assajar la seva possible aplicacio en biotecnologia o medicina. Amb
tot, els esfor¢cos van encaminats a assolir un objectiu, per ara llunya, d’importancia
cabdal per a la ciéncia: s’anhela resoldre el que s’anomena problema del plegament
proteic. Dit d’una altra manera, es pretén predir I’estructura tridimensional d’una
proteina a partir de la seva seqiiencia d’aminoacids.

El creixent interés per trobar respostes a aquesta qiiestio ha desencadenat una gran
amalgama de treballs sobre diverses proteines, tant des d’un punt de vista estructural
com funcional.

Un dels interessos del grup de recerca en el qual s’integra aquest treball se centra
en D’estudi de ’estabilitat i el plegament de les proteines per mitja del disseny,
obtencid 1 caracteritzacio de variants de ribonucleases.

L’RNasa A, tal i com s’ha esmentat en la introduccio, ha estat una de les proteines
més exhaustivament estudiades tant des d’una vessant estructural, com de les
vessants mecanistica i1 funcional. Tanmateix pero, la investigacio del seu procés de
plegament mitjancant mutagenesi dirigida s’ha centrat en discernir la importancia
dels residus de prolina en les reaccions de plegament lent i de cisteina en la cinética
de formaci6 dels ponts disulfur.

Generalment s’accepta que el plegament proteic s’inicia per mitja d’interaccions
hidrofobiques de curt abast que promouen la formacié d’una o més regions
iniciadores del plegament proteic (CFIS) dins d’una cadena polipeptidica. Per
I’RNasa A s’han proposat diversos CFIS, dels quals el més estable s’estén des del
residu 106 al 118 (Matheson i Scheraga, 1978; Némethy i Scheraga, 1979; Beals i
col., 1991). Aquesta regio ¢és una zona molt hidrofobica, altament conservada en la
superfamilia de les ribonucleases (Beintema i col., 1997), que en I’estat natiu de la
proteina comprén una part d’un full B antiparal-lel (Wlodawer i col., 1988).

Per bé¢ que diferents treballs han continuat aportant dades experimentals que
corroboren la importancia d’aquesta regié com a centre d’iniciacid del plegament de
I’RNasa A (Udgaonkar i Baldwin, 1995; Dodge 1 Scheraga, 1996; Neira i col., 1999),
en cap d’ells s’ha plantejat caracteritzar els efectes originats per una alteracio
sistematica dels residus que en formen part.

Considerant, d’una banda, que I’efecte hidrofobic és la principal for¢ca conductora
del plegament proteic (Dill, 1990) i, d’altra banda, que aquesta regi6 podria acomplir
un paper fonamental en les etapes inicials del procés plegament (en bona part a causa
del seu marcat caracter hidrofobic), es va plantejar d’entrada com a un dels objectius
generals del treball comprovar la importancia de la hidrofobicitat, la mida i la forma
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de les cadenes laterals alifatiques dels residus hidrofobics d’aquest hipotéetic CFIS en
I’estabilitat de la proteina i la seva possible contribucid en la consecucid de
I’estructura nativa.

Amb aquesta finalitat s’han obtingut, per mitja de mutagenesi dirigida per
oligonucleotid sobre el gen que codifica per I’'RNasa A i I’expressid en procariotes,
una serie de variants en les quals els residus 1106, 1107, V108, A109, V1161 V118
han estat substituits per altres residus, on la hidrofobicitat i la mida de la cadena
lateral era reduida progressivament.

A fi de minimitzar els reordenaments estructurals i la possible contribucio
d’efectes estérics, la major part de les substitucions assajades han estat conservatives,
¢s a dir, delecions no disruptives de grups metil/metilé en aquestes cadenes laterals.

En aquest treball s’ha desenvolupat un sistema de purificacio rapid, repetitiu 1 que
assegura la puresa i homogeneitat de les proteines recombinants per a la seva
posterior caracteritzacio. Aixo ha permes obtenir les proteines variants [106A/L/V,
I1107A/L/V, V108A/G, A109G, V116A/G i VI118A/G, en quatitats suficients per
poder endegar la caracteritzacidé que hom va prendre com a objectiu del present
treball.

Ates que ha estat descrit per altres proteines (Shortle, 1989; Alber i col., 1987)
que certs reemplagaments que alteren 1’estructura i I’estabilitat d’un enzim poden
tenir alhora efectes drastics en la seva activitat, es va analitzar I’efecte de les
substitucions dutes a terme en les propietats catalitiques de 1’RNasa A. Els
parametres cinctics determinats per les variants obtingudes, quan s’utilitza C>p i
poli(C) com a substrats, indiquen que totes elles presenten propietats catalitiques
equivalents o molt similars a I’enzim salvatge, tant d’origen bovi com recombinant.
Aquests resultats estan d’acord amb el tipus de substitucions introduides, ja que
aquestes no afecten residus que participen directament en la catalisi ni que pertanyen
als subsetis d’interacci6 amb el substrat. Per tant, d’aquesta similitud en el
comportament cinétic en podem concloure que molt probablement, I’estructura
tridimensional de la proteina, si més no D’estructura del centre actiu de les
ribonucleases variants, és, si no idéntica, semblant a la conformacidé nativa de
I’RNasa A salvatge.

Es va dur a terme una analisi més detallada a fi de distingir si hi havia diferéncies
estructurals entre els estats natius de les diferents proteines. Per aixd es va emprar
tant 1’espectroscopia de dicroisme circular (CD) com I’espectroscopia d’infraroig per
transformada de Fourier (FTIR). Els resultats obtinguts suggereixen que la proteina
salvatge (comercial 1 recombinant) i les diferents variants mostren en general
similitud estructural. Aixo no obstant, per FTIR s’evidencien petites diferéncies en
les variants que comprenen substitucions en les posicions 108 i 118, mentre que per
CD tant sols es perceben petites variacions en 1’estructura de la variant V108G.

Donat que en ’estat natiu de ’'RNasa A predomina ’estructura en full i que les
diferents substitucions es van efectuar dins d’aquest element d’estructura secundaria,
era d’esperar que les principals variacions espectrals s’originessin per alteracions en

134



3. Resultats i discussio

aquest tipus d’estructura. Els resultats obtinguts reflecteixen, doncs, d’acord amb el
que esta descrit en la bibliografia, el major potencial i sensibilitat de I’FTIR per
determinar variacions en I’estructura secundaria de tipus full B respecte del CD, el
qual és particularment sensible als canvis en I’estructura de tipus helix o. En
conseqiieéncia, les caracteristiques singulars de I’FTIR, si bé deixen per resoldre el
detall molecular de I’estructura han permes establir una comparacié més acurada dels
estats natius de les diverses variants a nivell d’estructura secundaria.

En general, el procés de desnaturalitzaci6 de les proteines s’ha induit mitjancant la
utilitzaci6é de calor o agents quimics (detergents), com el clorur de guanidini o la
urea. No obstant aix0, el potencial d’aquests metodes per a I’estudi de ’estabilitat i el
procés de plegament/desplegament de les proteines es troba limitat principalment a
causa de dos factors: d’una banda, a temperatures elevades, la desnaturalitzacio de
les proteines és sovint irreversible i, d’altra banda, en preséncia de detergents és
dificil efectuar I’extrapolacidé dels parametres termodinamics, aixi com fer una
abstraccio de la interaccio especifica que s’estableix entre la proteina i el detergent.

La utilitzaci6 de la pressi6 hidrostatica (Mozhaev i col., 1996) és un procediment
alternatiu als dos meétodes préviament exposats, el qual adquireix cada vegada més
rellevancia en I’estudi de I’estabilitat i plegament/desplegament proteic.

La pressio modifica els equilibris quimics i actua afavorint la ruptura de les
interaccions electrostatiques i la solvatacid dels grups hidrofobics. Atés que els
canvis conformacionals induits per la pressid soén generalment reversibles, és
possible seguir el procés de desnaturalitzacid etapa per etapa, i per tant, caracteritzar
qualsevol intermediari de desplegament que es pugui generar. A més de la
possibilitat d’estudiar els equilibris estat natiu — intermediari de desplegament — estat
desnaturalitzat, la utilitzacié de la pressié també permet abordar aspectes dinamics
del replegament de les proteines. En aquest sentit, els experiments que es basen en
salts de pressid permeten desplacar rapidament un equilibri, 1 per tant, seguir la
cinctica de reequilibrat que es promoura. Aquest metode pot ésser doncs molt
adequat a fi de poder determinar de manera oOptima les etapes elementals del
replegament proteic, i en concret, pel que fa a una de les perspectives de continuitat
d’aquest treball, poder analitzar la importancia de la regié 106-118 en les primeres
etapes del plegament de ’'RNasa A.

L’associacié de les ciencies de la vida i el coneixement adquirit en els darrers
anys de recerca basica emprant la pressiéo obre noves direccions per aplicar aquest
parametre fisic, com a una eina neta i que permeti un estalvi d’energia per al
tractament de materials biologics, no només en la industria alimentaria sindé també en
medicina. Aixi mateix, el coneixement dels efectes de la pressio i de la temperatura
sobre ’estructura proteica, pot contribuir de manera molt positiva en el disseny,
mitjangant mutagenesi dirigida per oligonucleodtid, de biocatalitzadors que resisteixin
condicions extremes i per tant, puguin ésser emprats en processos industrials. Aixo
podria permetre la substitucié d’un procés quimic per un d’enzimatic, el qual pot
resultar més estereospecific 1 menys contaminant.
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Aixi doncs, a causa del creixent interés dels investigadors per aplicar la pressié en
diversos processos biotecnologics, es fa imprescindible congixer com actua aquest
parametre enfront del sistema en estudi.

Tanmateix, ja que la major part dels estudis de desplegament de proteines s’han
dut a terme mitjancant la utilitzacié de reactius quimics o temperatura, practicament
¢s desconeix el lligam entre la desnaturalitzacidé induida per pressio i els altres
processos de desnaturalitzacié que utilitzen agents desnaturalitzants més corrents o
d’ s més habitual.

Considerant que es disposava d’un conjunt de variants de I’RNasa A, aquestes es
van emprar com a proteines model per tal de comparar el procés de desnaturalitzacid
induit per pressio amb el procés de desnaturalitzacié induit per temperatura, i aixi
acomplir els dos objectius generals d’aquest treball: d’una banda, caracteritzar
I’estabilitat de les proteines variants i d’altra banda, aprofundir en el coneixement
dels efectes de la pressio sobre 1’estructura proteica.

El procés de desnaturalitzaci6 induit per pressid i el procés de desnaturalitzacio
induit per temperatura de ’RNasa A salvatge i1 de les seves variants s’ha seguit, en
condicions d’equilibri, mitjangant espectroscopia d’absorcid a 1’ultraviolat de quarta
derivada 1 espectroscopia d’absorcido a I’infraroig per transformada de Fourier.
Aquests estudis s’han dut a terme gracies a la colllaboracié establerta amb el
laboratori del Dr. Reinhard Lange (INSERM U128, Montpellier-Franga) 1 el
laboratori del Dr. Karel Heremans (Katholiecke Universiteit Leuven, Leuven-
Belgica), dins d’una xarxa europea (COST) que sosté, entre d’altres, la formacié de
joves investigadors europeus.

Quant als canvis estructurals enregistrats, tant a nivell d’estructura terciaria com a
nivell d’estructura secundaria, que acompanyen el desplegament de I’RNasa A, s’ha
observat que no ens aporten informacid sobre regions especifiques, sind que ens
proporcionen una percepcio general del desplegament global de la proteina.

Enfront d’un augment gradual tant de pressid6 com de temperatura, I’estructura
terciaria i els elements d’estructura secundaria de les proteines estudiades es perden
de manera reversible. Aquestes variacions estructurals que es promouen descriuen un
procés de desplegament molt cooperatiu i en dos estats.

Zhang i col. (1995), mitjangant un estudi per NMR del procés de desnaturalitzacid
per pressio de ’RNasa A, van observar que diferents regions de la proteina no es
desplegaven de manera cooperativa. Aixi doncs, aquesta apreciacié en principi
contradictoria respecte els resultats obtinguts en aquest treball, vindria donada per la
dependencia que hi ha entre la interpretacidé experimental i la técnica de seguiment
que s’empra.

S’ha de destacar el fet que les diferéncies de barostabilitat (AP;/,) 1 termostabilitat
(ATy) de qualsevol variant assajada respecte a la proteina salvatge son molt similars,
tant si s’enregistra mitjangant espectroscopia d’absorcié a 1’ultraviolat com si
s’enregistra mitjancant espectroscopia d’absorcid a l’infraroig. Considerant que
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ambdues teécniques utilitzen cadascuna un régim de concentracié proteica molt
diferent, podem inferir que el procés de desplegament per pressid i per temperatura
¢és intramolecular.

Paral-lelament, s’ha dut a terme un estudi per DSC del procés de desnaturalitzacid
per calor de cadascuna de les variants de I’'RNasa A (Coll i col., 1999). Per les
variants de la posicid6 V108, es va trobar un valor de la relaci6 entre entalpia
calorimetrica i1 entalpia de van’t Hoff inferior a 1, el qual es va atribuir a una possible
autoassociacio de molecules en solucid per formar dimers. Atés que no es va
observar la preséncia de dimers en 1’estat natiu de les variants, es va proposar que les
interaccions intermoleculars es promourien durant el procés de desnaturalitzacio.
S’hauran de dur a terme més estudis per tal de refermar aquesta hipotesi.

A la vegada, fruit de la nostra investigacid, podem concloure que la perdua de
I’estructura secundaria i de I’estructura terciaria té lloc de manera concomitant,
d’acord amb la idea que el desplegament de I’'RNasa A, sota condicions d’equilibri,
¢és un procés global 1 molt cooperatiu que afecta tant 1’estructura secundaria com la
terciaria.

Tot 1 que esta generalment acceptat que la pressio i la temperatura provoquen
canvis estructurals diferents (Lassalle i col., 2000) s’ha observat que les variacions
en D’energia lliure de desplegament (AGy) que s’obtenen, utilitzant ambdos agents
desnaturalitzants, son ideéntiques dins dels limits de deteccid. Aquesta observacio és
valida per tota la série de 16 proteines assajades dins d’un interval que s’estén de —9
a +25 KJ mol™ i no depén dels métodes de seguiment utilitzats en aquest estudi. De
fet, els valors de AGy calculats en el present treball es correlacionen bé amb els
respectius valors obtinguts per DSC 1 desnaturalitzaci6é induida per calor presentats
per Coll i col. (1999). Aquesta conformitat suggereix que les substitucions que s’han
dut a terme tenen un efecte equivalent tant en el desplegament per pressido com en el
de temperatura i que el mecanisme de desplegament, tant a nivell d’estructura
terciaria com secundaria, per ambdos processos de desnaturalitzacido probablement
sigui molt semblant. Per tant, la pressid ens proporciona un cami alternatiu a la
temperatura per tal de caracteritzar 1’estabilitat proteica.

Convé ressaltar que, segons el nostre coneixement, aquest treball suposa la
primera comparacié directa de 1’estabilitat d’un conjunt ampli de variants d’una
proteina, sota les mateixes condicions experimentals, emprant pressio 1 temperatura
com agents desnaturalitzants.

Amb anterioritat, Royer i col-laboradors (Royer i col., 1993; Vidugiris i col.,
1996; Frye i col., 1996; Frye i col., 1998; Panick 1 col., 1999), emprant la nucleasa
estafilococal (salvatge i diverses variants) com a model, van iniciar un estudi dels
efectes de la pressio, la temperatura i agents quimics sobre l’estructura proteica,
encara que sota condicions experimentals diferents.

137



3. Resultats i discussio

En la FIGURA 4.1 es presenta una sintesi, per mitja d’un diagrama de barres, de la
barostabilitat i de la termostabilitat de cadascuna de les variants assajades respecte a
la proteina salvatge, estimades per espectroscopia d’absorcio a I'ultraviolat de quarta
derivada i per espectroscopia d’infraroig.

FIGURA 4.1
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Comparaci6 dels valors de AP;,; (A)i ATy, (B) estimats per a cadascuna de les variants estudiades respecte a la
proteina salvatge.

Respecte a la desestabilitzacio observada en les diferents variants, s’ha constatat
que part d’aquesta es deu principalment als canvis en les caracteristiques de la
cadena lateral substituida. Aixo suggereix que la hidrofobicitat i el volum de les
cadenes laterals alifatiques de la regi6 en estudi intervenen de manera molt notable
en D’estabilitzacio de la proteina. Aixi doncs, entre les diferents variants que resulten
de substitucions en una mateixa posicio, 1’estabilitat de la proteina decreix a mesura
que es delecionen més grups metil/metile de la cadena lateral alifatica i per tant
segueix I’ordre Ile>Val>Leu>Ala>Gly. L’efecte restant resulta de les diferéncies en
I’ambient que envolta les cadenes laterals en cada posicid, essent de molta
importancia el nombre d’interaccions de van der Waals que s’estableixen entre els
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atoms d’una cadena lateral i els atoms circumdants. Aixi, la contribucid estérica
determina D’estret lligam entre la magnitud de la desestabilitzaci6 i el context de la
cadena lateral reemplacada en I’estructura tridimensional de la proteina. D’acord
amb aquests resultats i de manera similar a altres estudis (Pace, 1992; Serrano i col.,
1992; Jackson i col., 1993), s’han trobat correlacions estadistiques entre els valors de
AAGy, APy, 1 AT, obtinguts per cadascuna de les variants estudiades i diversos
parametres que defineixen la naturalesa de la cadena lateral substituida
(hidrofobicitat i volum) aixi com 1’ambient on es troba aquesta cadena lateral
(densitat d’empaquetament i1 exposicio al solvent). Les conclusions que se’n deriven
estan en concordanga amb aquests estudis previs on s’han utilitzat altres proteines
com a model. Aixi mateix, els resultats mostren que aquesta regio es comporta com a
un nucli hidrofobic.

Cal insistir especialment en el fet que el punt mig de la transicio de
desnaturalitzacid per pressio i per temperatura de I’'RNasa A disminueix 592 Mpa i
25°C, respectivament, com a conseqiiencia de la deleci6 de tres grups metil en la
posicio 108 de la seqiiencia amoniacidica. Per altres proteines s’han dissenyat
variants amb el mateix tipus de substitucions que presenten efectes comparables, tot i
que no tant drastics, en la disminuci6 de I’estabilitat conformacional enfront d’un
augment de temperatura. Aquestes variants impliquen de manera majoritaria
substitucions de residus hidrofobics per alanina. N’és un exemple clar, la variant
L68A de I’'inhibidor de quimotripsina 2, la qual presenta una termostabilitat 21.5 °C
inferior respecte de la proteina salvatge (Jackson i col., 1993), o la variant L133A,
18.1°C inferior (Zhang i col., 1992). Pel que fa a l’efecte d’aquest tipus de
substitucions puntuals enfront d’un augment de pressio no existeix cap referent en la
bibliografia. La Vall08 és, doncs, un residu molt important per tal de preservar
I’estabilitat i la integritat estructural de 1’estat natiu de ’RNasa A, fins al punt que la
substitucio de la valina per una glicina minva molt I’estabilitat de la proteina i
origina petites alteracions conformacionals en 1’estat natiu que es reflecteixen tal i
com s’ha comentat, en variacions en els espectres de CD i FTIR. Concretament, per
aquesta darrera técnica, s’observa que la variant V108G presenta un bescanvi H-D en
I’estat natiu més complet que la proteina salvatge, la qual cosa es podria associar
amb una major flexibilitat conformacional i amb una estructura proteica més oberta o
dinamica.

Considerant que la flexibilitat proteica esta directament relacionada amb la
compressibilitat, experiments de compressibilitat proteica podrien confirmar el
comportament diferencial de la variant V108G. Aixi mateix, per una correcta
interpretacié del procés de bescanvi H/D 1 la seva correlacidé amb I’estructura
tridimensional d’aquesta proteina, caldria endegar un estudi comparatiu per NMR de
I’RNasa A salvatge i la variant V108G.
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FIGURA 4.2
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Representacié esquematica d’una part del nucli hidrofobic de I'RNasa A. S’il-lustren aquelles cadenes laterals
que es troben a menys de 4 A de la cadena lateral de la Val108. També es presenten en el llistat que acompanya la
figura, els contactes que estableix la cadena lateral de la Val108 amb els atoms que es troben a menys de 4 A i
que es perden en la variant V108G. Les distancies estan expressades en A.
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FIGURA 4.3

Detall d’una regié de I’'RNasa A que mostra els residus de la posicidé 108 (valina), 8 (fenilalanina) i 57 (valina).
S’indiquen, mitjangant una linia de punts, les distancies inferiors a 4 A dels atoms de carboni de la cadena lateral
V108 respecte dels atoms de carboni de les cadenes laterals P8 i V57.
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Els resultats obtinguts per aquesta variant es podrien justificar per la supressio de
possibles interaccions que s’estableixen en la proteina salvatge entre la VallO8 i
I’helix o (residus 4-12), en concret amb el residu Phe8 (FIGURA 4.2 1 4.3). La pérdua
d’aquestes interaccions podria augmentar la flexibilitat del gir d’inversié que s’estén
dels residus 14 a 17 i en conseqii¢ncia, aquest gir podria operar com a frontissa entre
I’S-peptid (residus 1-20) i 1I’S-proteina (residus 21-124) originant més llibertat
conformacional en aquesta regio. La importancia de la Phe8 per aferrar 1I’S-peptid
amb 1’S-proteina ha estat recentment descrita (Goldberg i Baldwin, 1999). Aixi
mateix, la total conservacid d’aquest residu al llarg de la superfamilia de les
ribonucleases (Beintema i col., 1997) emfatitza la seva importancia estructural. En
aquest sentit convé destacar també la pérdua de possibles interaccions amb la Val57
que forma part d’una altra estructura en helix (hélix o), una de les cares de la qual es
disposa enfront de la regié en estudi (FIGURA 4.2 i 4.3). Els residus Val57-Cys58
d’aquest element d’estructura secundaria es troben en contacte amb els residus
Tyr73-Ser75 1 Vall06-Vall08, els quals han estat proposats com a integrants d’un
nucli hidrofobic d’excepcional estabilitat, per una banda en base a estudis de
bescanvi H/D 1 NMR (Neira i col., 1999) i, per ’altra banda, relacionant-ho amb
aquells protons que queden protegits en etapes primerenques del plegament per
experiments de quench-flow 1 2DNMR (Udgaonkar i Baldwin, 1990). L’elevada
conservacié de la Val57 en la familia de les ribonucleases pancreatiques (2 canvis
per una isoleucina) evidencia, molt probablement, la transcendéncia de les
interaccions que s’estableixen amb aquest residu per tal de mantenir cohesionat el
nucli hidrofobic. Probablement, 1’aplicacié de ’enginyeria de proteines al llarg de tot
aquest nucli hidrofobic 1 I’estudi comparat del procés de bescanvi H/D de cadascuna
de les variants obtingudes respecte a la proteina salvatge, permetria descriure en
major detall la singularitat de tota aquesta regi6é i els residus que confereixen
estabilitat a ’'RNasa A.

A fi d’aconseguir informacid especifica de la regié 106-118 de I’'RNasa A es va
reemplagar la Tyrl15 per un triptofan. Atés que I’RNasa A no conté cap residu de
triptofan, aquest reemplacament ens havia de proporcionar una Unica sonda
fluorescent en la molécula per tal de seguir el plegament/desplegament d’aquesta
regio.

Considerant que la Tyr115 esta emplacada proxima a la superficie de la proteina,
en un gir d’inversid de tipus VI, era d’esperar que la introduccié d’un triptofan no
alterés D’estabilitat ni 1’estructura nativa de la proteina. Per tal de caracteritzar
I’estabilitat d’aquesta variant, el seu procés de desnaturalitzacio en condicions
d’equilibri, induit tant per pressi6 com per temperatura, es va seguir mitjangant
espectroscopia de fluoresceéncia, espectroscopia d’absorcio a 'ultraviolat de quarta
derivada 1 espectroscopia d’absorcido a I’infraroig per transformada de Fourier.
Paral-lelament els resultats es van comparar amb els obtinguts per la proteina
salvatge. Aixi mateix, també es va caracteritzar el procés de desnaturalitzaci6 induit
per urea, en condicions d’equilibri, per mitja d’espectroscopia de fluoresceéncia i
electroforesi en gel de poliacrilamida amb gradient transversal d’urea i es va
comparar respecte a la proteina salvatge. S’ha observat que la substitucido de la
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3. Resultats i discussio

Tyrl15 per un residu de triptofan dona lloc a una variant biologicament activa,
equivalent a I’enzim salvatge. Aquesta no presenta cap pertorbacié de 1’estructura
secundaria nativa que es pugui detectar per CD o FTIR 1 només mostra una estabilitat
conformacional lleugerament inferior a la proteina salvatge. Les similituds entre els
valors dels parametres termodinamics i els valors de Py, i T), obtinguts per
fluorescéncia 1 les altres técniques de seguiment refermen que el procés de
desplegament és molt cooperatiu i en dos estats. L’augment de les propietats
fluorescents de la molécula i la petita alteracid de la seva estabilitat i estructura
suggereixen que la preseéncia d’una cadena lateral de triptofan en el CFIS en estudi
proporciona una sonda conformacional sensible per dur a terme estudis de cinética de
plegament/desplegament, ja sigui d’aquesta variant puntual o bé de variants dobles.
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4. Conclusions

La introduccid en el gen de I’'RNasa A de les diverses mutacions objecte d’estudi
en aquest treball no altera I’expressid heterologa d’aquest gen. Aixi mateix, el
rendiment de purificacio de les variants no es veu afectat a excepcid de la variant
V108G, la qual ha presentat una recuperacio lleugerament inferior.

Els parametres cinétics determinats per cadascuna de les ribonucleases variants,
quan s’utilitza C>p 1 poli(C) com a substrats, indiquen que aquestes proteines
presenten propietats catalitiques equivalents a 1’enzim salvatge, fet que permet
afirmar que D’estructura del seu centre actiu, és, sind ideéntica, semblant al de
I’RNasa A salvatge.

La caracteritzacio de I’estat natiu de les ribonucleases en estudi, mitjangant
espectroscopia de dicroisme circular 1 espectroscopia d’infraroig per
transformada de Fourier, indica que la proteina salvatge i les diferents variants
mostren en general similitud estructural. Aix0 no obstant, s’evidencien petites
diferéncies en algunes variants i sobretot en 1’estructura de la variant V108G.
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4. Conclusions

L’estudi i comparacio del procés de desplegament del conjunt de variants de
I’RNasa A, aixi com de la proteina salvatge, sota les mateixes condicions
experimentals, seguit per mitja de I’espectroscopia d’absorcio a I’ultraviolat de
quarta derivada i espectroscopia d’infraroig per transformada de Fourier, mostra
que enfront d’un augment gradual tant de pressi6 com de temperatura,
I’estructura terciaria 1 els elements d’estructura secundaria de les proteines
estudiades es perden de manera conjunta. Aquestes variacions estructurals, que es
promouen, descriuen un procés de desplegament global, molt cooperatiu i en dos
estats, que implica ambdods tipus d’estructura. En tots els casos el procés de
desnaturalitzaci6 ha estat reversible.

Els canvis conformacionals en I’RNasa A salvatge i en les variants que resulten
de la desnaturalitzacié induida per pressid, no difereixen considerablement
d’aquells que s’observen quan s’utilitza la temperatura com a agent
desnaturalitzant. Ambdoés estats desnaturalitzats que s’obtenen es caracteritzen
per presentar un increment comparable de la polaritat mitjana al voltant de les
tirosines, per bé que el maxim de I’espectre d’infraroig en la regié de ’amida I’
de I’estat desnaturalitzat per pressio, se situa a una freqiiencia diferent al que
s’obté per temperatura.

Les diferéncies de barostabilitat (AP;;) 1 termostabilitat (AT},) de qualsevol
variant assajada respecte a la proteina salvatge son molt similars, tant si
s’enregistra el procés de desplegament mitjangant espectroscopia d’absorcid a
I’ultraviolat com si s’enregistra mitjancant espectroscopia d’absorcid a
I’infraroig. Ja que ambdues teécniques utilitzen cadascuna un reégim de
concentracio proteica molt diferent, els resultats indiquen que el procés de
desplegament per pressio i per temperatura €s intramolecular.

Els valors d’energia lliure de desplegament (AGy) que s’obtenen quan s’utilitza
la pressid com a agent desnaturalitzant son idéntics, dins dels limits de deteccio,
als que s’obtenen quan s’utilitza temperatura. Aquesta observacid és valida per a
tota la série de 16 proteines assajades dins d’un interval que s’estén de -9 a +25
KJ mol™. Aixo suggereix que les substitucions que s’han dut a terme, tenen un
efecte equivalent tant en el desplegament per pressié com en el de temperatura, i
que el mecanisme de desplegament per ambdos processos de desnaturalitzacio és
probablement molt semblant.

Una part de la desestabilitzacié observada en les diferents variants es deu
principalment als canvis en les caracteristiques de la cadena lateral substituida.
S’han trobat correlacions estadistiques entre els valors de AAGy, AP 1 AT
obtinguts per cadascuna de les variants estudiades i diversos parametres que
defineixen la naturalesa de la cadena lateral substituida (hidrofobicitat i volum).
Aix0 suggereix que la hidrofobicitat 1 el volum de les cadenes laterals alifatiques
de la regi6 en estudi intervenen de manera molt notable en 1’estabilitzacié de la
proteina. Aixi doncs, entre les diferents variants que resulten de substitucions en
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10.

11

una mateixa posicio, sense tenir en compte les substitucions disruptives,
I’estabilitat de la proteina decreix a mesura que es delecionen més grups
metil/metilé de la cadena lateral alifatica 1 per tant segueix [’ordre
lle>Val>Ala>Gly.

L’efecte restant en la desestabilitzacid proteica resulta de les diferéncies en
I’ambient que envolta les cadenes laterals en cada posicio, essent de molta
importancia el nombre d’interaccions de van der Waals que s’estableixen entre
els atoms d’una cadena lateral i els atoms circumdants. S han trobat correlacions
estadistiques entre els valors de AAGy, AP, 1 AT, obtinguts per cadascuna de
les variants estudiades i diversos parametres que defineixen I’ambient on es troba
aquesta cadena lateral (densitat d’empaquetament i exposici6 al solvent).

La Vall08 és un residu molt important per tal de preservar 1’estabilitat i la
integritat estructural de 1’estat natiu de I’'RNasa A, fins al punt que la substitucio
de la valina per una glicina minva molt I’estabilitat de la proteina i origina petites
alteracions conformacionals en I’estat natiu.

.L’augment de les propietats fluorescents de la variant Y115W respecte a la

proteina salvatge i1 la semblanga d’ambdues proteines, tant en estabilitat com en
estructura, suggereixen que la preséncia d’una cadena lateral de triptofan en la
regid en estudi proporciona una sonda sensible als canvis conformacionals per
dur a terme estudis de cinética de plegament/desplegament, bé d’aquesta variant
puntual o bé de variants dobles.
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MATERIALBIOLOGIC

Microorganismes

Durant aquest treball s’han emprat les
seglients soques de I’espécie Escherichia coli,
el genotip de les quals es troba detallat a la
Taula 1:

E. coli TG1 (Gibson, 1984)

Aquesta soca, distribuida per Amersham Ltd.
(Anglaterra), ha estat utilitzada de manera
general com a hoste dels vectors M13mp19,
pUC119, pET22b(+) i dels seus respectius
derivats que es van obtenir dels clonatges
precedents a I’expressi6 del gen. Es tracta
d’una soca idonia per a la propagacio i
manipulaci6 de vectors donat que creix molt
bé en medis rics i presenta una elevada taxa
de transformacid genética.

E. coli XL1-Blue (Stratagene Cloning
Systems 1994 Catalog)

En determinades ocasions s’ha utilitzat
aquesta soca com a substituta de la soca TG1
per les operacions basiques de clonatge en
els vectors esmentats. Aquesta soca ha estat
subministrada per Stratagene Ltd. (EUA).

E. coli BL21(DE3) (Studier i Moffatt, 1986)

Aquesta soca ha estat utilitzada per a
I’expressi6 de les diferents construccions
obtingudes a partir del vector pET22b(+).
Ha estat facilitada per Novagene (EUA).
Presenta la particularitat que en el gen int
del genoma bacteria s’hi ha inserit el
bacteriofag DE3 (derivat del fag [).
Conseglientment, el gen int bacteria resta
inactivat. La inactivacié del gen int fa que el
bacteriofag DE3 no es pugui escindir del
genoma ni tornar-se a integrar, de manera
que resta com a lisogen estable. El
bacteriofag DE3 porta un fragment de DNA
que conté el promotor lacUV5, un fragment
inicial del gen lacZ i el gen que codifica per
I’RNA polimerasa de T7. En aquestes
condicions, I’Gnic promotor capag de conduir
la transcripcié de I'RNA polimerasa de T7
és el promotor lacUV5, el qual és induible
per  isopropil-C-D-tiogalactopiranosid
(IPTG). En afegir IPTG a un cultiu d’aquesta
soca en fase de creixement, es transcriu
I’RNA polimerasa de T7 que alhora transcriu
el gen que ha estat clonat darrera del

promotor reconegut per aquesta polimerasa
en el plasmidi pET22b(+).

TauLa 1

Caracteristiques genotipiques de les soques
utilitzades

E. coli TG1

SsupE hsdD5 thi D(lac-proAB)[F’ traD36
proAB* lacliZDM15]

E. coli XL1-Blue

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
[F’proAB laclZDM15 Tn10 (Tet")] relAl
lac

E. coli BL21(DE3)
F- dcm ompT hsdS(r,-m,-) gal I(DE3)

\Vectors

S’han utilitzat dues categories de vectors,
per una banda els anomenats vectors de
clonatge, emprats per a la manipulaci6 del
DNA fins arribar a obtenir les diferents
construccions d’interes, i per altra banda,
els vectors d’expressio, utilitzats per la
producci6 de les proteines.

VECTORS DE CLONATGE

M13mp19 (Yanisch-Perron i col., 1985)

Es un vector de 7250 pb, derivat del
bacteriofag filamentés salvatge M13. Es
caracteritza per tenir la seva informacié
genetica en el format de DNA de cadena
doble (forma replicativa) mentre es troba a
I’interior del bacteri infectat, i en el format
de DNA de cadena senzilla quan esta en forma
de viri6 (ssDNA envoltat de proteines), ja a
I’exterior de la cél-lula bacteriana. M13mp19
conté, a més dels gens d’M13, un segment
de I’operé lac d’E. coli que codifica per un
fragment de I’extrem N-terminal de la (-
galactosidasa (lacZ 7). Aquest fragment, la
sintesi del qual pot ser induida per IPTG,
possibilita la complementaci6 amb una
forma defectiva de la [J-galactosidasa
codificada per una cél-lula hoste adequada.
Entre els codons que codifiquen per als 6¢ i
7¢ residu del polipéptid lacZ [0, hi ha un
fragment amb diverses dianes de restriccio
Gniques, de manera que qualsevol inserci6 en
aquest fragment de clonatge mdultiple és
suficient per desfer la possibilitat de
complementacié. La soca d’E.coli que es va
emprar com a hoste d’M13mp19 en aquest

Al

treball fou la soca TG1, la qual és portadora
d’una deleci6 de I’operd lac i dels gens veins
que s6n necessaris pel metabolisme de sintesi
de la prolina. Aquesta deleci6 és parcialment
complementada per un episoma F’ que a més
codifica pel fragment defectiu de la (-
galactosidasa. Les soques amb aquestes
caracteristiques es cultiven en plaques de
medi minim com ara M9 (vegeu més
endavant). Aquest medi de cultiu esta mancat
de prolina, la qual cosa assegura el
manteniment de I’episoma F’ i, per tant,
que totes les cel-lules conservin el pili sexual,
el qual és indispensable per possibilitar la
infeccio pels fags M13mp19. Si es fa créixer
sobre una placa d’LB una capa de cel-lules
confluents d’E. coli TG1 infectades per un
bacteriofag del tipus M13mp19 i, a més, s’hi
afegeix al medi IPTG (inductor de I’oper6
lac) i X-gal (substrat cromogenic 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-R-D-galactosidasa, el qual
adquireix coloracié blavosa en ésser
processat per la R-galactosidasa), s’observa
que les clapes de retard en el creixement
produides per aquest bacteriofag tenen
coloraci6 blavosa. En canvi, si I’esmentat
M13mp19 porta un fragment clonat en el
lloc de clonatge maltiple, aleshores
s’impossibilita la complementacid i les clapes
de retard son blanquinoses. Aquesta estrategia
permet diferenciar els clons M13 portadors
d’un insert d’aquells que no en duen. Aquest
vector ens permet obtenir DNA de cadena
senzilla 0 monocadena (ssSDNA) (+) de gran
puresa que pot resultar Gtil com a motlle en
processos de seqiienciacié i/o mutagenesi
dirigida.

pUC119 (Vieira i Messing, 1988)

Es un vector derivat del pUC19. A diferéncia
d’aquest, duu les seqiiencies necessaries per
la iniciacio, terminaci6 i empaquetament del
fag M13, rad per la qual també se I’anomena
fagémid. Gracies a aquestes sequencies es pot
obtenir també DNA de cadena senzilla. A
més, els plamidis de la familia pUC s6n d’alt
nombre de copies (de 500 a 700 de mitjana
per cél-lula), fet que els fa molt interessants
per I’obtencié de gran quantitat de DNA a fi
de dur a terme clonatges i altres
manipulacions. Cal assenyalar que el lloc de
clonatge multiple (polycloning site) del
pUC119 és idéntic al d’M13mp19, fet que
facilita moltissim el pas d’un fragment de
DNA d’un vector a I’altre.

VECTORS D’EXPRESSIO

pET22b(+) (Studier i Moffat, 1986)

Presenta un promotor del tipus T7lac, la



qual cosa significa que esta format per la
fusio de I’operador lac i el promotor de la
T7 RNA polimerasa. A més, el plasmidi
codifica pel repressor lac (lacl) i és portador
del gen de resisténcia a I’ampicil-lina. Quan
aquest vector s’utilitza en lisogens del tipus
DE3 per I’expressié dels gens forans, el
repressor lac actua tant sobre el promotor
lacUV5 de la soca hoste per reprimir la
transcripcio de I’RNA polimerasa de T7,
com sobre el promotor de la T7 RNA
polimerasa del plasmdi per bloquejar la
transcripci6 del gen fora per qualsevulla RNA
polimerasa de T7 que es pugui trobar. El
sistema descrit serveix per regular I’expressio
de la seqliéncia senyal pelB de 63 pb que
codifica per un péptid senyal d’exportacio
periplasmatica. Darrera d’aquesta seqiiéncia
es poden inserir els gens forans a través de
les dianes Mscl i Sall, expressant-se la
proteina per la qual codifiquen fusionada al
peptid pelB. Aquest peptid esta dissenyat
per exportar les proteines heterologues al
periplasma de la cel-lula bacteriana (Better i
col., 1988).

El gen de I’'RNasa A obtingut a partir d’una
llibreria de cDNA de pancrees de vaca es va
Iligar al vector d’expressié pET22b(+) a
través de les dianes Mscl i Sall. La
construcci6 resultant es va anomenar pBXR
(on BXR es refereix a Bacterial eXpression
of RNase A). Aquesta construccid, cedida pel
Dr. Ronald T. Raines del Departament de
Bioguimica de la Universitat de Wisconsin-
Madison (Wisconsin, EUA), es va utilitzar
per transformar cél-lules d’E. coli
BL21(DE3).

METODES

MICROBIOLOGICS

Sempre que es treballa en medis de cultiu cal
prendre les maximes precaucions per evitar
contaminacions. En aquests casos s’ha
treballat sempre al costat d’una flama i dins
d’una cabina de flux laminar, préviament
esterilitzada per exposicié a la radiacio
ultraviolada.

Medis de cultiu

Per al creixement i propagaci6 de les diferents
soques bacterianes, portadores o no de
vectors, s’han utilitzat els medis de cultiu
que s’exposen a continuacié. Els medis liquids
s’han conservat a temperatura ambient,
mentre que els medis solids han estat guardats
a 4°C en plaques de Petri. La bactotriptona,
I’extracte de llevat i I’agar han estat
subministrats per Difco (Difco Laboratories,
EUA).

Medi LB (1 litre)

Bactotriptona 10g
Extret de llevat 59
NaCl 10 g
Aigua destil-lada 1L

Per a I’obtenci6 de medi solid per plaques de
cultiu s’afegeixen 15 g d’agar (1.5% final).
En la selecci6 de transformants R-
galactosidasa negatius (experiments de
clonatge en vectors derivats d’M13) es va
utilitzar el que s’anomena agar tou o de
cobriment, pel qual cal afegir 7 g d’agar (0.7%
final). En tots els casos cal ajustar el pH a
7.5 amb NaOH i posteriorment s’esterilitza
amb autoclau a 120°C durant 20 minuts.

El medi LB (Luria-Bertrani) és un medi ric
d’Us general en biologia molecular. Durant
aquest treball s’ha emprat pel cultiu de totes
les soques per a I’obtenci6 i manipulacié dels
vectors.

MediminimM9 (1 litre)
Sals M9 (5x) 200 mL
MgSO, 1 M 2 mL
CaCl, 0.1 M 1mL
Tiamina 1 M 1 mL
Glucosa 20% 10 mL
Aigua destil-lada 1L

Aquestes solucions s’esterilitzen per separat,
sotmetent-les durant 20 minuts a 120°C a
I’autoclau, tret de la solucié de tiamina que
s’esterilitza per filtraci6. Per a I’obtenci6
de medi solid per cultiu en placa, cal afegir
15 g d’agar (1.5% final).

SALS M9 5X (1 litre):

Na,HPO,-H,0 32.3¢
KH,PO, 159
NH,CI 5g¢
NaCl 25¢
Aigua destil-lada 1L

Un cop barrejades totes les sals s’ajusta el
pH a 7.4 i s’esterilitza a I’autoclau durant 20
minuts a 120°C.

El medi M9 és un medi minim que s’ha
utilitzat per al creixement i manteniment
en placa, durant periodes curts de temps, de
la soca E. coli TG1

Medi TB (1 litre)

Bactotriptona 12 g
Estret de llevat 24 g
Glicerol (80%) 4 mL
Fosfat potassic monobasic 231 ¢
Fosfat potassic dibasic 125¢

La bactotriptona i I’extret de llevat es
dissolen en 900 mL d’aigua destil-lada,
mentre que les sals en 100 mL. S’esterilitza
tot per separat (sals, bactotriptona amb
extret de llevat, i glicerol) sotmetent-ho a
120°C durant 20 minuts a I’autoclau. Una
vegada estéril, tots tres components es
reuneixen per assolir les concentracions
esmentades, mantenint les condicions
d’esterilitat necessaries.

El medi TB (Terrific Broth) és un medi
especialment ric que s’ha utilitzat per a
I’expressiéd de les diferents proteines
recombinants (salvatge i variants) en cultius
d’E. coli BL21(DE3).

ADDICIO D’ANTIBIOTICS AL MEDI DE
CULTIU

Quan es treballa amb soques transformades
amb vectors, els medis de cultiu s’han de
suplementar amb els antibiotics pels quals el
vector confereix resistencia. D’aquesta
manera creixen només les cél-lules portadores
del vector i la soca no perd la informaci6
genetica. Per suplementar els medis, s’ha
partit sempre d’una solucié mare d’antibiotic
(solucié d’emmagatzematge), preparada per
separat i de manera estéril.

Durant aquest treball s’ha utilitzat Gnicament
I’antibiotic ampicil-lina (Ap), i la solucid
d’emmagatzematge ha estat sempre de 25
mg/mL en aigua destil-lada. Una vegada
preparada aquesta solucid, s’esterilitza per
filtraci6 (0,22 [m de diametre de porus) i es
guarda aliquotada a —20°C. Per al seu Us, la
solucié mare es descongela en gel picat, i
s’addiciona al medi en condicions estérils.
Una vegada descongelada, aquesta solucié
mare es conserva durant aproximadament
una setmana si es manté a 4°C. La
concentraci6 de treball d’ampicil-lina en els
diferents medis de cultiu ha estat de 50(1g/
mL o bé de 400 [g/mL.

Si cal suplementar un medi solid (en placa),
I’antibiotic s’afegeix quan el medi ja s’ha
refredat prou, just abans de dispensar-lo a les
plaques. Aquestes plaques es poden mantenir
en condicions optimes durant uns dies a 4°C,
pero si I’emmagatzematge es perllonga massa,
és recomanable tornar a suplementar les
plaques amb I’antibiotic abans del seu Us.

Manteniment de les soques

Per al manteniment a curt termini (des d’uns
dies fins a tres mesos) de les soques d’E.coli
esmentades anteriorment, portadores de
plasmidis o no, es van sembrar en plaques de
Petri amb el medi adequat i es van guardar a
4°C en posici6é invertida. Per al seu
manteniment a llarg termini es van guardar
en forma de glicerinat a —80°C. El procés
que es va seguir per a |’obtencié d’un
glicerinat va ser el segient:

1. Inocular una colonia de la soca desitjada
en 3 mL del medi de cultiu adequat.

2. Incubar a 37°C en agitaci6 (250 r.p.m.)
entre 12 i 18 hores.

3. Prendre una aliquota de 1 mL del cultiu,
transferir-la a un tub Eppendorf esteril i
afegir 0.315 mL d’una soluci6 de glicerol
80% esterilitzada a I’autoclau (20% final).

4. Mesclar invertint el tub Eppendorf i desar



a -80°C.

Per inocular un cultiu a partir d’un d’aquests
estocs congelats, es toca amb una nansa de
Kolle, esterilitzada a la flama, la superficie
del glicerinat (superficialment descongelat)
i es realitza una estria en medi solid.
Posteriorment se selecciona una colonia i
s’inocula en un nou medi liquid. El glicerinat
es retorna al congelador sense que s’hagi
deixat descongelar completament.

Creixement dels cultius

Per als cultius liquids s’han aplicat les
normes generals segiients:

¢ S’haintentat sempre que el volum de medi
de cultiu fos com a maxim 1/5 part del
volum total del flasco.

¢ Els cultius de menys de 4 mL s’han
preparat sempre a partir d’una colonia
Unica. Pels cultius de volum superior
sempre s’ha fet créixer abans un pre-
inocul de volum adequat, per després
afegir-lo al medi de cultiu amb una
proporcié 1:100 (inocul:medi)

* La temperatura de creixement per als
cultius ha estat sempre de 37°C.

e Tots els cultius liquids s’han incubat en
agitacio, al voltant de 250 r.p.m.

e EIl temps d’incubaci6é ha estat sempre
d’entre 12 i 15 hores. Incubacions més
llargues sén desaconsellables pel fet que
poden apareixer processos proteolitics i
també pot veure’s reduida la poblacié de
cel-lules portadores del vector d’interes,
en favor de la poblaci6 de cél-lules sense
vector.

Per als cultius en placa de Petri, les
condicions han estat la incubacié a 37°C fins
a I’aparici6 de colonies clares sense colonies
satél-lit. Les colonies satél-lit apareixen
després de periodes perllongats d’incubacio,
i es promouen per la degradacié de I’antibiotic
al voltant de les colonies que son realment
portadores del vector.

METODES DE TREBALL

AMB DNA
|

Cal fer esment de I’esterilitat del material i
la cura de I’operador, per tal d’evitar la
contaminacié amb nucleases o amb altres
vectors. Aixi, cal esterilitzar per autoclau
les puntes de pipeta, els tubs Eppendorf i
qualsevol material que hagi de tenir un
contacte directe amb el DNA. Pel mateix

motiu, també s’han de sotmetre a I’autoclau
totes les solucions que han de prendre
contacte amb el DNA, i sovint és
aconsellable I’Gs de quelants d’ions divalents
(com ’EDTA) que impossibilitin I’acci6 de
nucleases. Aixi mateix, és molt recomanable
manipular el material amb guants de latex.

Obtencid de DNA dels vectors

OBTENCIO DE DNA DE VECTORS
PLASMIDICS

Minipreparacions de DNA plasmidic

Les anomenades minipreparacions de DNA
plasmidic ens permeten obtenir, de forma
relativament rapida, quantitats que oscil-len
entre 5 i 10 pg de DNA plasmidic. D’entre
les diverses modalitats existents, en aquest
treball s’ha utilitzat el procediment de la lisi
alcalina que és una modificaci6 dels metodes
de Birnboim i Doly (1979) i Ish-Horowicz i
Burke (1981). El procediment que s’ha seguit
es detalla a continuacio.

SOLUCIONS NECESSARIES

Solucié I: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25
mM (pH 8.0), EDTA 10 mM (pH 8.0).
S’esterilitza a I’autoclau a 120°C durant 20
minuts i s’emmagatzema a 4°C.

Soluci6 11: NaOH 0.2 N, Dodecil sulfat sodic
(SDS) 1%. Cal preparar aquesta solucié
immediatament abans d’emprar-la, per la
qual cosa es parteix d’una solucié NaOH 2 N
i d’una solucié SDS 10%. Aquestes solucions
no han d’estar de manera imprescindible
esterilitzades en I’autoclau i es poden tenir a
temperatura ambient.

Soluci6 I11: 60 mL d’acetat potassic 5 M;
11.5 mL d’acid acétic glacial; 28.5 mL d’aigua
milli-Q. La soluci6 resultant es 3 M respecte
el potassi i 5 M respecte I’acetat. Se sotmet
a I’autoclau durant 20 minuts a 120°C i es
desa a 4°C.

Solucié fenol:cloroform:alcohol
isoamilic (25:24:1): S’ha partit de fenol
preparat comercialment, a pH 8.0, i guardat
protegit de la llum a 4°C. Es barregen 25
volums de fenol, amb 24 volums de
cloroform i amb 1 volum d’alcohol isoamilic.
El fenol és altament toxic, i per tant, és
molt recomanable manipular-lo a dins d’una
campana de gasos.

Solucié cloroform:alcohol isoamilic
(24:1): Es barregen 24 volums de cloroform
amb 1 volum d’alcohol isoamilic.

PROCEDIMENT

1. Inocular una colonia de la soca desitjada,
que ha estat préviament transformada i
sembrada en placa, en 3-5 mL d'LB amb
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I’antibiotic adequat. Incubar entre 12 i
15 hores a 37°C amb agitaci6é suau a 250
r.p.m.

2. Distribuir el cultiu en tubs Eppendorf, en
aliquotes de 1.5 mL. Centrifugar a 12000
xg durant 5 minuts en una centrifuga de
taula. Alternativament es poden realitzar
diverses centrifugacions d’un mateix
cultiu en un mateix tub, per tal d’acumular
el vector en una Unica mostra (fins a un
maxim de 10 mL).

3. Eliminar el sobrenedant per aspiracio i
deixar el sediment format per les cel-lules
bacterianes el més sec possible.

4. Resuspendre el sediment en 100 pL de
solucié | amb una micropipeta o bé
agitant vigorosament en vortex.
Mantenir 5 minuts en gel picat.

5. Afegir 200 pL de solucié 1l acabada de
preparar. Barrejar les fases que es formen
invertint el tub rapidament diverses
vegades. Es molt important no agitar
amb el vortex. Mantenir en gel 5 minuts.

6. Afegir 150 pL de la solucio Il refredada
a 4°C. Agitar amb vortex durant 20-30
segons. Mantenir el tub en gel durant 5
minuts.

7. Centrifugar a 12000 xg (en minifuga)
durant 15 minuts per aconseguir la
formacié d’un sediment solid. El
sobrenedant, on es troba dissolt la major
part del DNA plasmidic, es transfereix a
un nou tub esteril, anant amb compte de
no arrossegar part del sediment.

8. Afegir un  volum igual de
fenol:cloroform:alcohol isoamilic
(25:24:1). Barrejar agitant en vortex fins
a formar una emulsié i centrifugar a
12000 xg durant 2 minuts. Transferir la
fase aquosa (superior) a un nou tub estéril.

9. Afegir-hi un volum igual de
cloroform:alcohol isoamilic (24:1).
Barrejar agitant amb vortex per a formar
una emulsié. Centrifugar a 12000 xg en
minifuga durant 30 segons. Transferir la
fase aquosa (superior) a un nou tub estéril.

10.Precipitar el DNA plasmidic afegint-hi
2.5 volums d’etanol fred (-20°C). Mesclar
invertint el tub diverses vegades.
Mantenir el tub durant 30 minuts a -85°C.

11.Centrifugar a 12000 xg durant 10 minuts.

12.Eliminar el sobrenedant per aspiracid.

13.Afegir-hi 1 mL d’etanol 70% refredat
préviament a -20°C. Decantar 2-3
vegades el tub.

14 .Centrifugar a 12000 xg durant 5 minuts.

15.Eliminar el sobrenedant. Tornar a
centrifugar a 12000 xg en minifuga durant
5-10 segons per concentrar les restes de
liquid. Eliminar-les per aspiraci6 utilitzant
la punta d’una pipeta Pasteur.

16.Deixar assecar el sediment posant en tub
invertit sobre un paper net en la taula i
deixar assecar durant 5-10 minuts.

17.La resuspensio del sediment es fa en
volums variables (10-50 pL) d’aigua
milli-Q previament esterilitzada a
I’autoclau. Es pot escalfar 10 minuts a
70°C per tal d’eliminar possibles restes



de nucleases, i alhora facilitar la
resuspensio del sediment. Si no esta
previst fer-ne un Gs immediat és millor
guardar el DNA a -20°C.

De manera opcional, es pot resuspendre el
sediment amb una solucié d'RNasa a una
concentracié de 0.1 mg/mL, per tal
d’eliminar les restes d’RNA que
inevitablement s’ha purificat juntament amb
el DNA plasmidic.

El DNA que s’ha obtingut per aquest
procediment pot ésser emprat per a
transformacions i digestions amb enzims de
restriccio. A més, el DNA obtingut es manté
estable durant mesos a —20°C. Es altament
recomanable desar congelat el DNA plamidic
de les construccions més importants com a
mesura de seguretat, per si es malmet alguna
de les soques portadores dels mateixos
plasmidis que es guarden en forma de
glicerinats.

OBTENCIO DE DNA DE VECTORS
DERIVATS D’M13

Propagaci6 del vector

La propagacid del vector M13mp19 tant en
cultiu liquid com en placa requereix
condicions sensiblement diferents a les dels
altres vectors utilitzats en aquest treball. Tot
seguit s’indiquen els procediments utilitzats
per a la propagacié d’aquest vector, tant en
placa com en cultiu liquid.

CULTIU EN PLACA

Per al cultiu en placa que facilita I’obtencio
de clons aillats d’M13mp19 s’ha seguit el
protocol que es detalla a continuacié:

1. Es fa créixer un cultiu de nit de 5 mL
d'LB inoculat a partir d’una colonia de
d’E. coli TG1 crescuda en plaques de medi
M9.

2. S’escalfa fins a fondre I’agar tou o de
cobriment préviament preparat i
esterilitzat. Es distribueixen 3.5 mL
d’aquest agar tou en una série de tubs
estérils (tants com transfeccions es
vulguin fer) i es guarden en un bloc térmic
a 47°C per evitar la solidificaci6 de I’agar.

3. En cada tub s’afegeixen:

*20 pL IPTG 20 mg/mL (en aigua Milli-
Q)
*20 pL X-gal
dimetilformamida)
*150 pL Cultiu de nit d” E. coli TG1
*Un volum variable de dissolucié que
conté el bacteriofag. Tant pot ser una
mescla de transformacié de la soca
hoste amb RF DNA com una diluci6
d’una dissoluci6 de particules fagiques.
La dissolucié d’IPTG es prepara dissolent
200 mg d’IPTG en 7-8 mL d’aigua Milli-
Q, ajustant-ho a 10 mL un cop dissolt i
esterilitzant-la per filtraci6. Aquesta

20 mg/mL (en

solucié es pot guardar aliquotada i
congelada a -20°C. No és recomanable
conservar-la massa temps d’aquesta
manera ja que I’IPTG es forga inestable
en dissolucio.

La dissoluci6 d’X-gal es prepara dissolent,
en un tub de vidre o propile, X-gal en
dimetilformamida per obtenir una
concentracié final de 20 mg/mL. La
solucié s’aliquota en tubs Eppendorf i a
causa de la fotosensibilitat de I’X-gal és
recomanable embolicar-los en paper
d’alumini. Es guarda a -20°C. No és
necessari esterilitzar la soluci6 per
filtracio.

4. Barrejar suaument, pero sense entretenir-
se, i abocar sobre una placa d’LB-1.5%
agar temperada préviament. Es fa girar
la placa suaument per aconseguir una
distribuci6 uniforme de I’agar de
cobriment.

5. Deixar reposar les plaques uns minuts a
temperatura ambient, fins que 1’agar
solidifiqui. Incubar les plaques a 37°C en
posicio invertida. A partir de les 8-12
hores les clapes provocades pel fag han
de ser sensiblement visibles. Cada clapa
aillada deriva d’una Unica molécula de
DNA viric inicial.

CULTIU LIiQUID

Pel cultiu liquid d'M13mp19 cal comencar
d’un dnic clon, ja sigui una clapa d’un cultiu
en placa com s’ha explicat en I’apartat
anterior o bé d’una solucié de virions
obtinguda anteriorment a partir d’un clon.
El protocol que s’ha seguit és el que es descriu
a continuacio:

1. Fer créixer durant la nit anterior un cultiu
de 3 mL d'LB inoculat a partir d’una
colonia d’E. coli TG1 crescuda en plaques
de M9.

2. Barrejar en un tub estéril 3 mL de medi
LB liquid i afegir-hi 30 pL (1:100) del
cultiu de nit d’E. coli TG1. Amb un
escuradents estéeril tocar la superficie de
la clapa que es vulgui cultivar o afegir 30
UL de la solucié de particules fagiques.

3. Aquesta barreja es deixa créixer incubant-
la a 37°C amb agitacid. Per tal de
minimitzar la possibilitat de delecions
espontanies en el DNA del fag és
convenient no deixar-ho créixer més de
5 hores.

4. Passat aquest temps el cultiu es distribueix
de forma esteril en tubs Eppendorf en
aliquotes de 1.5 mL. Centrifugar en
minifuga 10 minuts a 12000 xg.

5. Retirar esterilment el sobrenedant a nous
tubs Eppendorf amb cura de no arrossegar
el sediment que conté les cel-lules. Aquest
sediment es pot emprar per extreure’n
I’RF DNA del fag.

6. El sediment es torna a centrifugar 10
minuts a 12000 xg i es passa novament
el sobrenedant a altres tubs Eppendorf de
forma esteril. La solucié de virions que
s’ha obtingut d’aquesta manera pot

guardar-se indefinidament a -20°C sense
perdre la capacitat d’infeccid, o bé pot
servir per obtenir-ne I’ssDNA del fag.

A partir d’un cultiu liquid és possible obtenir
tant la forma de doble cadena com la forma
de cadena senzilla

Les particules fagiques d'M13 i els seus
derivats son bastant resistents a les
condicions ambientals i poden dispersar-se
facilment. Per aix0 és convenient, quan es
treballa amb aquest tipus de bacteriofags,
prendre el maxim de mesures de precaucio
per tal d’evitar els riscos de contaminaci6.

ObiencdodRFDNA

L’obtenci6 de la forma replicativa o RF (de
doble cadena) del DNA dels vectors derivats
d’M13 és molt semblant a I’obtencié de DNA
plasmidic. S’estableix un cultiu liquid del clon
d’M13mp19 desitjat i se centrifuga durant
10 minuts a 12000 xg per tal d’obtenir-ne el
sediment cel-lular. L'RF DNA del fag s’extreu
seguint el protocol de lisi alcalina descrit
previament. Donat que la densitat dels cultius
portadors d’M13mp19 sol ser inferior a la
de cultius de cel-lules transformades amb
pUC119 o pET22b(+), convé acumular el
sediment d’un volum superior de cultiu.

heridsON At

Per a I’obtencié de DNA de cadena senzilla
dels bacteriofags amb la finalitat de
seqlienciar-lo es fa servir el protocol que es
descriu a continuacid, el qual es basa en
precipitar els virions amb polietilenglicol
(PEG) i el posterior alliberament del DNA
de la seva capsula proteica mitjangant fenol.
Cal assenyalar que aquest protocol es pot
escalar per tal d’obtenir quantitats més grans
d’ssDNA d’aquest bacteriofag, necessari en
determinats protocols de mutagénesi dirigida.

Soluci6 TE (Tris-EDTA): La seva
composicié és Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM. Per preparar-la es mescla 1 mL d’una
solucié Tris 1 M (pH 8.0) amb 0.4 mL d’una
solucié6 EDTA 0.25 M i s’enrasa amb aigua
Milli-Q fins a 100 mL, per després
esterilitzar-la per autoclau.

1. Establir un cultiu liquid del clon
d'M13mp19 desitjat i centrifugar-lo dues
vegades durant 10 minuts a 12000 xg per
tal d’obtenir la soluci6 de virions lliure
de cel-lules.

2. Prendre 1.2 mL d’aquesta soluci6 i afegir-
hi 0.3 mL de la solucié de PEG8000 al
20%, NaCl 2.5 M. Barrejar-ho bé per
inversid del tub. La solucié PEG i NaCl
s’esterilitza per filtraci6 i es pot guardar
a temperatura ambient.

3. Deixar reposar durant 30 minuts a
temperatura ambient.

4. Centrifugar durant 15 minuts a 12000
Xg. Retirar i descartar el sobrenedant en



el qual hi romandran aquelles particules
fagiques que no hagin precipitat.

. Tornar a centrifugar durant 2 minuts i
eliminar tot el sobrenedant amb una
pipeta Pasteur. Un cop eliminat tot el
sobrenedant, ha de fer-se visible un petit
sediment de virions. En cas que aix0 no
sigui aixi, no és necessari continuar amb
el procés d’extracci6.

. Addicionar 100 pL de TE i resuspendre
el sediment mitjangant agitacié vigorosa
en vortex.

. Afegir 50 pL de fenol amortit. Barrejar
amb vortex durant 15-30 segons. De
manera opcional, es pot mantenir a
temperatura ambient durant 10 minuts i
barrejar novament amb vortex 15-30
segons.

. Centrifugar en minifuga a 12000 xg
durant 5 minuts. Transferir la fase aquosa
a un nou tub.

. Afegir a la fase aquosa 50 pL de
cloroform. Barrejar amb vortex.

10.Centrifugar en minifuga a 12000 xg

durant 5 minuts. Transferir la fase aquosa
a un nou tub.

11.A continuaci6 cal precipitar I'ssDNA per

tal de concentrar-lo, per la qual cosa
s’afegeix 0.1 volums d’acetat sodic 3 M
(pH 5.5-6.0) i 2.5 volums d’etanol
absolut fred. Mantenir a -70°C com a
minim 1 hora o bé alternativament durant
tota la nit a -20°C.

12.Centrifugar en minifuga 15 minuts a

12000 xg, preferentment a 4°C.

13.Rentar el precipitat amb 1 mL d’etanol

absolut fred. Sovint aquest sediment no
és visible.

14.Assecar el sediment i resuspendre’l en

TE. De forma rutinaria es va resuspendre
en un volum de 22 pL dels quals 2 pL
foren carregats en un gel d’agarosa al
0.8% amb bromur d’etidi.

Si I’extraccié ha funcionat correctament,
s’ha d’apreciar una clara banda
corresponent a I’ssDNA. Es aconsellable
quan es fa aquesta extraccio, treballar de
forma simultania amb un clon del vector
original el qual pot ésser emprat com a
marcador de massa molecular en el gel
d’electroforesi.

concentracié de DNA.

Per a la preparaci6 dels gels s’ha utilitzat
agarosa de baixa electroendosmosi (Ecogen,
Espanya) i els equips MT-1001 i MT-1002
d’Ecogen. Pel que fa al percentatge d’agarosa
per a la preparaci6 del gel, ha oscil-lat sempre
entre un 0.8% i un 1.4%, depenent de la
longitud dels fragments que es volien separar
(percentatges elevats per a fragments més
petits). El procés dut a terme ha estat el que
es detalla a continuacio.

SOLUCIONS NECESSARIES

Amortidor TAE 50x (1 litre):

Tris-base 242 g
Acid acetic glacial 157.1 mL
EDTA 186 g
Aigua destil-lada fins a 1 litre

No és necessari ajustar el pH.

La solucid de treball (1x) té la composicio
final seglent: Tris-acetat 40 mM, EDTA 2
mM (pH 8.0).

Amortidor de carrega 10x (100 mL):

Ficoll-400 15¢
Blau de bromofenol 250 mg
Xilen cianol 250 mg
Aigua millli-Q fins a 100 mL

La concentraci6 final és 15% Ficoll-400,
0.25% BPB i 0.25% XC.

PROCEDIMENT

1. Pesar la quantitat necessaria d’agarosa
d’acord amb el percentatge final desitjat
del gel i ficar-ho en un contenidor de
tipus Erlenmeyer.

2. Afegir-hi aigua destil-lada igual al volum
final del gel menys el volum d’amortidor
concentrat que cal afegir després de
I’ebullicié. Bullir-ho per fondre I’agarosa.
Aquest pas es duu a terme 0 bé sobre un
encenedor Bunsen o bé en un microones.
En qualsevol cas és important que tota
I’agarosa estigui fosa i no quedin particules
en suspensio.

3. Afegir-hi I’amortidor concentrat i, si
s’escau, el bromur d’etidi, a una
concentraci6 final de 0,5 pg/mL. Mesclar

Model  Volum de gel Volum d’amortidor
MT-1001 50 mL 500 mL
MT-1002 100 mL 1000 mL

CARREGA DEL GEL | CONDICIONS D’ELECTROFORESI:

1. Afegir a les mostres que es volen carregar
1/10 (v/v) d’amortidor de carrega x10.
De manera opcional, les mostres es
poden escalfar a 65°C durant 10 minuts
refredant-les a continuacié en gel picat.

2. Aplicar les mostres en les butxaques.
Juntament amb les mostres s’han carregat
els marcadors de massa molecular
adequats, segons els requeriments de cada
cas. Aquests se subministren dissolts sense
amortidor de carrega, per la qual cosa es
diluiren en un volum igual d’amortidor
de carrega i 8 volums d’aigua milli-Q. De
la dissoluci6 resultant se n’aplicaren 10
uL.

3. Per a I’electroforesi s’utilitza un voltatge
de 80-100 V. L’electroforesi es va
prolongar fins que el primer colorant
(BPB) assoleix els 3/4 del recorregut del
gel.

4. La tinci6 dels acids nucleics s’ha dut a
terme emprant bromur d’etidi, de dues
maneres diferents. En el primer cas s’ha
afegit directament a I’agarosa, abans
d’abocar-la al motllo, bromur d’etidi a
una concentraci6 final de 0.5 pg/mL.
D’aquesta manera els acids nucleics es
tenyeixen durant el procés
electroforétic, la qual cosa permet seguir
la migracié de les bandes durant la
realitzacié del mateix.

El procediment alternatiu consisteix en
submergir el gel durant 15-30 minuts en
200 mL de bromur d’etidi 0.5 pg/mL en
el mateix amortidor d’electroforesi. A
continuacié per eliminar 1’excés de
bromur d’etidi se submergeix el gel durant
15-30 minuts en 200 mL d’aigua
destil-lada.

5. Els gels situats sobre un transil-luminador
UV es van fotografiar amb una Polaroid
MP4* equipada amb un filtre taronja
Woraten 23A i una pel-licula Polaroid 665.
De forma rutinaria s’utilitza una obertura
de diafragma de 5.6 i un temps d’exposicio
de 8 segons.

Aquest protocol permet obtenir entre 5-10
ug d’ssDNA per mL de cultiu original, i pot
utilitzar-se directament per les reaccions de
seqlienciacio.

bé i esperar fins que la temperatura sigui
inferior als 50°C abans d’abocar-ho en el
motllo. En aquest procés d’abocar

Electroforesi de DNA en gel
d’agarosa

Aquesta tecnica, s’ha utilitzat per analitzar
preparacions de DNA plasmidic, productes
de digesti6 amb enzims de restriccid i
productes de PCR, a banda de ser I’etapa
preliminar per a la purificacié del DNA i un
métode excel-lent d’estimacié de la

I’agarosa, previament al qual haurem
col-locat la pinta per la formacié de les
butxaques, cal anar en compte que no es
formin bombolles que podrien interferir
en el posterior corriment de les mostres.

4. Un cop abocat es deixa gelificar I’agarosa,
procés que pren més temps com menor
sigui el percentatge del gel. Mentre esta
gelificant es prepara I’amortidor d’elucié
diluint I’amortidor concentrat utilitzat

en la preparaci6 del gel i afegint si s’escau,

bromur d’etidi.

Els volums de gel i amortidor d’electroforesi

utilitzats foren:
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Purificacié de fragments de
DNA

L’aillament i purificacié d’un fragment de
DNA de doble cadena lineal, provinent de la
digestié d’un vector amb enzims de restriccid,
esdevé un pas imprescindible per a moltes
manipulacions posteriors com ara digestions
amb altres enzims de restriccio i Iligaments.
La purificaci6 de DNA ha estat també
necessaria per obtenir DNA plasmidic sencer
d’un grau de puresa suficient per a qualsevol
manipulaci6 delicada, com la sequenciacié o



I’amplificacié per PCR d’una regi6 del
plasmidi. Depenent de la longitud dels
fragments de DNA a purificar, s’ha optat
pel sistema GENECLEAN (BIO101 Inc.,
EUA) o bé pel MERmaid (BI10101 Inc.,
EUA).

PURIFICACIO DE FRAGMENTS DE
DNA bpe MEs pDeE 200 pB:
GENECLEAN

El GENECLEAN és un sistema per purificar
dsDNA o ssDNA amb una longitud superior
a 200 pb, ja sigui a partir d’un gel d’agarosa,
0 bé directament de la soluci6 en la que es
troba. A més, tal i com es comentara més
endavant, també és un métode valid per a la
concentracié del DNA, donat que es tracta
d’un procés rapid i senzill amb un percentatge
de recuperacio de DNA prou acceptable.
Aquest métode es va utilitzar també per a la
purificacio de DNA en soluci6 quan es duien
a terme digestions dobles en qué les
condicions optimes no eren compatibles per
a tots dos enzims, aleshores la segona digestié
anava sempre precedida d’aquesta purificacié
(en aquest cas cal seguir el protocol que es
detalla a continuaci6 a partir del punt 7).

1. Carregar les mostres en un gel d’agarosa
utilitzant TAE com a amortidor d’eluci6
de I’electroforesi.

2. Es tenyeix el gel amb bromur d’etidi.

3. Il-luminar el gel amb llum ultraviolada
d’ona llarga i un cop localitzada la banda
d’interés, retallar-la amb una ganiveta
estéril i introduir-la en un tub Eppendorf
que préviament s’haura pesat. S’ha de
procurar agafar la menor quantitat
d’agarosa innecessaria i evitar temps
d’exposicié massa llargs del DNA a la
llum ultraviolada.

4. Tornar a pesar I’Eppendorf que conté la
banda i afegir-hi 3 mL de la solucié
saturada de Nal per a cada g de banda
d’agarosa.

5. Submergir I’Eppendorf en un bany
escalfat anteriorment a 55°C, fins que
tota I’agarosa es fongui (8-10 minuts).

6. Per recomanaci6 de la casa comercial és
aconsellable, afegir 10 pL d’una solucio
al 10% (v/v) d’acid acétic glacial un cop
I’agarosa esta fosa, quan es volen eluir
fragments de DNA amb longituds
compreses entre els 250 i 500 ph. Aquest
fet millora el rendiment d’unid del
fragment de DNA a les boles de vidre.

7. Afegir a continuacié 4 pL de solucid de la
suspensié de boles de vidre. Agitar en
vortex uns segons i tot seguit incubar en
gel picat durant 5 minuts, agitant en
vortex cada 1-2 minuts.

8. Centrifugar 5 segons a 12000 xg en
minifuga. Descartar el sobrenedant per
aspiracié amb una pipeta Pasteur.

9. A continuacié es renta 3 cops el
precipitat amb 0.6 mL de la soluci6

alcoholica que haura estat guardada en
gel durant tot el procés. En cada rentat
resuspendre el precipitat pipetejant
amunt i avall per a seguidament
centrifugar durant 5 segons en minifuga i
descartar el sobrenedant.

10.Després del tercer rentat afegir al
sediment 10-20 pL d’aigua milli-Q
esterilitzada en autoclau. Resuspendre
amb cura amb una pipeta automatica i
incubar a 55°C durant 2-3 minuts. No és
aconsellable agitar en vortex, perqué el
sediment es pot distribuir per la paret, la
qual cosa fa la seva recuperacié molt
dificultosa degut al petit volum que es
manipula.

11.Centrifugar durant 2-3 minuts en
minifuga a 12000 xg. El sobrenedant on
es troba el DNA es transvasa a un nou tub
Eppendorf esteéril.

12.De manera opcional, es poden repetir els
punts 10 i 11.

PURIFICACIO DE FRAGMENTS DE
DNA bpeE MENYs DE 200 pB:
MERMAID

El MERmaid és un sistema de purificacié de
fragments de DNA de baix pes molecular
(entre 10 i 200 pb), tant de cadena senzilla
com de cadena doble. De la mateixa manera
que el GENECLEAN, es pot partir tant de
DNA en solucié com de DNA contingut en
un fragment d’agarosa. En aquest treball s’ha
utilitzat per a la purificaci6, a partir de gel
d’agarosa, de fragments de DNA resultants
d’una amplificacié per PCR que no assolien
els 200 pb. El procediment a seguir s’indica
tot seguit:

1. Mesurar el volum de la soluci6 on es troba
el DNA, o bé el pes del fragment
d’agarosa on es troba el DNA. Afegir-hi
tres volums de soluci6 salina (High Salt
Binding Solution), o 3 mL d’aquesta
solucié per gram d’agarosa. Si es vol
purificar DNA a partir d’agarosa, cal
dissoldre-la completament per agitacio
al vortex un cop s’hi ha afegit la solucié
salina.

2. Agitar amb el vortex el tub que conté la
soluci6 de de boles de vidre “GLASSFOG”
durant una estona per tal que totes les
boles es resuspenguin. Dispensar-ne 8 pL
per cada pug de DNA al tub on aquest es
troba dissolt.

3. Incubar a temperatura ambient durant 5-
15 minuts. Durant aquest periode d’unié
del DNA a les boles de vidre, és
interessant que es dugui a terme una
agitacio constant del tub, mitjangant un
vortex. D’aquesta manera s’aconsegueix
una major eficiencia d’unié de gragments
curts de DNA.

4. Centrifugar en una microcentrifuga a
12000 xg durant uns segons per acumular
les boles de vidre al sol del tub, i descartar
completament el sobrenedant. Es
important assegurar-se que no queden

restes d’agarosa si el vol purificar el DNA
a partir d’un gel.

5. Afegir 300 pL d’ETHANOL WASH i
resuspendre el precipitat format per les
boles de vidre amb I’ajut d’un voértex.
Aquest rentat elimina les sals i altres
compostos que podrien inhibir alguns
enzims.

6. Centrifugar breument a 12000 xg per
descartar el sobrenedant, i repetir el
rentat amb ETHANOL WASH dues
vegades més. Després del darrer rentat,
centrifugar el tub durant uns segons per
tal de poder eliminar la totalitat del liquid
restant amb I’ajut d’una micropipeta

7. Resuspendre el precipitat amb un volum
petit d’aigua (5-20 pL) i incubar a 45-
55°C durant 5 minuts per tal que el DNA
s’elueixi de les boles de vidre.

8. Centrifugar durant 3 minuts a 12000 xg i
transferir el sobrenedant, que ja conté el
DNA, a un nou tub. Opcionalment, i per
aconseguir un major rendiment, es pot
repetir I’elucié una vegada i ajuntar totes
dues elucions en un mateix tub.

Concentracié del DNA

Per a la concentracié del DNA s’han utilitzat
al llarg d’aquest treball diversos
procediments. En primer lloc, es pot optar
per un GENECLEAN, tot resuspenent a
I’etapa final amb un volum inferior a I’inicial.
Un segon metode és la precipitacié del DNA,
prévia extraccié amb fenol o cloroform,
afegint 0,1 volums d’acetat sodic 3 M i 2
volums d’etanol, per al final resuspendre
amb un petit volum d’aigua Milli-Q. En
determinades ocasions, com després d’una
amplificacié per PCR, en el moment de la
precipitacié s’ha utilitzat I’acrilamida com
a carrier dels fragments de DNA (detallat
més endavant). També s’ha concentrat DNA
sotmetent-lo a rotovapor o Speed-Vac,
connectat a una bomba de buit a fi de reduir
el volum de la mostra que contenia el DNA.

Estimacioé de concentracions
de DNA

Per a fer una estimacié de la quantitat de
DNA present en una dissolucid, s’han emprat
dos sistemes: la determinacio
espectrofotométrica i I’estimacié per
electroforesi en gel.

DETERMINACIO
ESPECTROFOTOMETRICA

Aquest metode és senzill i rapid i consisteix
en mesurar I’absorbancia a 260 nm de la



dissolucié de DNA de la qual es vol determinar
la concentraci6 o d’una diluci6 de la mateixa.
S’accepta de forma general, que una unitat
de densitat optica a 260 nm equival a una
concentraci6é de 50 pg/mL de DNA de doble
cadena, a 40 pg/mL per un DNA de cadena
senzilla i a 20 pg/mL per un oligonucleotid.
Partint d’aquestes equivaléncies i de la mesura
d’absorbancia de la solucid es pot dur a terme
una estimaci6 de la concentracié de DNA
per una dissolucié determinada.

ESTIMACIO PER ELECTROFORESI EN
GELS D’ AGAROSA

Sovint els volums de les dissolucions de DNA
purificat sébn massa petits 0 aquestes estan
massa diluides i es fa dificil estimar la seva
concentracio per espectrofotometria. En les
reaccions de Illigament de fragments de DNA
lineal de doble cadena és molt practic
I’estimaci6 de la concentracié a partir
d’electroforesi en gel d’agarosa. Per dur a
terme aquest tipus d’estimacié cal
préviament realitzar una electroforesi
analitica, per una banda de la dissolucié de
DNA de la qual es vol fer I’estimaci6 de
concentracié i per I’altra de marcadors de
massa molecular adequats. Atés que es pot
calcular quina quantitat de DNA hi ha en
cada una de les bandes dels marcadors, es pot
inferir la quantitat de DNA present en la
banda de la dissolucio problema, tenint en
compte el volum aplicat, per comparaci6 de
la seva intensitat amb la de les bandes dels
marcadors més propers.

Amplificaci6 de DNA

mitjancant PCR

La reacci6 en cadena de la polimerasa
(Polimerase Chain Reaction o PCR) és un
metode rapid per a I’amplificacié enzimatica
in vitro de fragments especifics de DNA
(Mullis i col., 1986).

Durant aquest treball, la PCR ha estat
utilitzada en determinades ocasions per a
I’amplificacié de les diferents construccions
géniques clonades en M13mpl9 o en
pUC119, utilitzant com a encebadors el
Forward Universal Primer (FUP) i Reverse
Universal Primer (RUP), que reconeixen
zones situades als extrems de la zona de
clonatge maltiple (polycloning site), idéntica
en ambdds vectors. A banda de I’amplificacié
com a tal, la PCR ha estat també utilitzada
en aquest estudi, tal i com es veura més
endavant, per a la seqiienciacié de DNA i la
mutagénesi dirigida per oligonucleotid. Cada
cas requereix unes condicions diferents, pero
per una descripcié general del procés seguit
normalment, vegeu la descripcio segient:

PROCES GENERAL PER A UNA PCR

Durant aquest treball s’han hagut
d’amplificar per PCR fragments de DNA,
generalment insertats als plasmidis de
clonatge M13mp19 o pUC119, pels quals es
disposava de dos primers molt especifics
(FUP i RUP). El procés dut a terme ha estat
sempre el segiient:

BARREJA DE REACCIO:

Vent Buffer (x10) 10 pL
dNTPs 10 mM (0.2 mM final) 2 pL

dsDNA motlle (~50 ng) 10 pL
¢ M13mpl9+insert
¢ pUC119+insert
Primer univ. FUP (20 pmol)  5puL
Primer univ. RUP (20 pmol)  5puL
Aigua Milli-Q esteril 68 pL
Deep Vent DNA Pol. (1 U) 0.5 pL
Oli mineral 40 pL

PROGRAMA (TERMOCICLADOR):

1 min a 94°C
Repeticié de 30 cicles:
1 min 15 sec a 94°C (desnaturalitzacid)
1 min a 55°C (annealing)
1 min a 72°C (extensi6)
5 min a 72°C (extensid final)
Indefinidament a 4°C

Cal dispensar en un tub per a termociclador
els components indicats, en condicions
d’asepsia i preferiblement en un bany de gel.
El volum final de les barreges de reacci6 és
sempre 100 pL, cosa que s’aconsegueix, Si
cal, jugant amb el volum d’aigua Milli-Q.

L’altim component de la reaccié en afegir-
se ha de ser la DNA polimerasa Deep Vent,
que pel fet de tenir activitat exonucleasa
podria degradar els primers abans d’iniciar-
se el programa del termociclador. Tan bon
punt s’ha afegit la polimerasa, es dispensa
I’oli mineral i el tub es posa al termociclador,
ja a 94°C.

Cal assenyalar que aquestes han estat les
condicions de partida, pero aixd no vol dir
que en casos puntuals no s’hagi hagut de jugar
amb les proporcions de primers i DNA
motlle, aixi com amb la temperatura de
I’etapa d’annealing.

Tractament amb enzims de
restriccio

Durant aquest treball s’han utilitzat enzims
de restricci6 de tipus Il per obtenir fragments
de DNA amb extrems cohesius, els quals es
poden purificar i unir per donar lloc a
molécules de DNA quimériques.

L’activitat dels enzims de restricci6 es troba
directament relacionada amb el pH, la forca
ionica i la temperatura a la qual la reacci6 es
duu a terme. Aixi les condicions d’incubacio
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per a cada digesti6 dependran dels
requeriments especifics de I’enzim a fi
d’assolir el seu maxim d’activitat.
Tanmateix, les condicions generals que es
van emprar es resumeixen a continuacio:

¢ La quantitat de DNA que es va fer servir
fou variable, entre 0.5 i 10 pg, dependent
de si el proposit de la digesti6 era analitic
0 preparatiu, i de la mida esperada dels
fragments. En qualsevol cas, la relaci
entre enzim i DNA sempre ha estat
superior a 1 U/mg de DNA.

« El volum d’enzim de restriccié addicionat
a la reacci6 no fou mai superior al 10%
del volum final de la digestié. Aix0 és
degut a que els enzims de restriccio son
subministrats en solucions al 50% de
glicerol i per a molts d’ells, una
concentracid de glicerol superior al 5%
en la barreja de reaccié els fa perdre
I’especificitat de reconeixement. Aquesta
pérdua d’especificitat també es pot
manifestar, si la concentraci6 d’enzim
respecte la de DNA és massa elevada (>
25 U/ug de DNA).

e El tampé de restricci6 que sol
acompanyar cada enzim ve en una
presentacié6 x10 (per raons de
conservacié i emmagatzemament). Per
tant, cal afegir-ne 0,1 volums respecte el
total de la reaccio. Per acabar d’arribar al
volum total desitjat, s’afegeix aigua Milli-
Q sotmesa a I’autoclau.

e Les barreges de restriccié es van incubar
a 37°C entre 2-6 hores, en el cas de
restriccions analitiques, o bé entre 6-12
hores quan es duien a terme digestions
preparatives amb la finalitat de purificar
algun fragment o dobles digestions. En
aquest darrer cas, I’addicié dels enzims
era simultania quan tots dos presentaven
activitat optima en les mateixes
condicions, és a dir, en el mateix
amortidor. En cas que les condicions
optimes no coincidissin o no fossin
compatibles per tots dos enzims, la segona
digesti6 va anar precedida d’una
purificacid, utilitzant com a eina el
Geneclean.

Els enzims de restriccio utilitzats en aquest
treball, I’amortidor recomanable i la casa
comercial de la qual s’han obtingut es
presenten a la Taula 2.

TAauLA 2

Enzims de restriccio utilitzats en aquest
treball

Enzim Amortidor  Seqiéncia diana®
HindlIll B ACAGCTT
BamHI B GIGATCC
Xbal H TIICTAGA
Sall H GLTCGAC




2 Els amortidors de digestid utilitzats en cada cas han
estat subministrats per la propia casa comercial on
s’han comprat els enzim (Boehringer Mannheim -
Alemanya). Tot i que s6n subministrats en solucions
concentrades 10x, a continuacié s’especifica la
concentraci6 1x: Amortidor B de BM: Tris-HCI10 mM;
Mg Cl,5 mM; NaCl 100 mM; 2-Mercaptoetanol 1 mM;
(pH 8.0). Amortidor H de BM: Tris-HCI 50 mM; MgCl,
10 mM; NaCl 100 mM; Diticeritrol 1 mM; (pH 7.5).

Reaccio de lligament amb la
DNA ligasa de T4

Aquesta técnica permet inserir fragments de
DNA forans en vectors o bé unir molécules
de DNA per tal d’obtenir construccions per
a un determinat proposit. En el nostre cas,
I’enzim utilitzat ha estat sempre la DNA
ligasa de T4 distribuida per Boehringer
Mannheim (Alemanya).

Les condicions d’un Iligament depenen del
tipus d’extrems que posseeixin el vector i
I’insert linealitzats, i de la concentracio
disponible del DNA a inserir. Les variables
més importants que cal tenir en compte sén
les concentracions de DNA del vector i de
I’insert o dels fragments a unir i, la durada i
la temperatura del lligament.

1. Digerir el vector i el DNA fora amb els
enzims de restricci6 i purificar-los,
preferentment a partir d’electroforesi en
gels d’agarosa.

2. En amortidor de ligasa, es barregen els
fragments de DNA que es volen lligar.
ldealment  s’aconsella, que la
concentracié sigui 1 pmol/mL de DNA
de vector per 4 pmol/mL de DNA
d’insert, quan els extrems sén cohesius i
0.5 pmol/mL de DNA de vector quan els
extrems sén llisos. L’amortidor que
s’utilitza pel Iligament pot ser variable
pel que fa a les concentracions dels
components i fins i tot en la composici6.
En aquest treball s’ha utilitzat I’amortidor
que proporciona Boehringer Mannheim
amb la ligasa de T4. Aquest amortidor és
recomanable guardar-lo en aliquotes de
5-10 pL a -20°C.

3. Afegir la ligasa de DNA de T4
(Boehringer Mannheim) en una
proporci6 de 0.1-0.5 Unitats/pug de DNA.

4. Incubar la reaccié de Iligament a 16°C
durant 15-20 hores. Sovint, degut al fet
gue se sol treballar amb concentracions
més elevades de ligasa (fins a 5 Unitats/
pg de DNA), es pot optar, sobretot en
Iligaments d’extrems cohesius, per
incubacions de 2-4 hores a temperatura
ambient. S’ha constatat que aquestes
funcionen igualment bé, alhora que
redueix el risc de degradacio dels
components de la mescla.

5. La reacci6 s’atura per escalfament a 65°C
durant 10-15 minuts i a continuacio es
refreda en gel. En el cas d’un lligament

vector-insert que no requereixi
manipulacions posteriors, aquesta mescla
pot utilitzar-se directament per a
transformar cél-lules competents.
S’aconsella no utilitzar mai tota la mescla
de Illigament en una Unica transformacio.
En el cas que no es pensi utilitzar
immediatament, es pot guardar a -20°C.

6. Si el lligament que s’ha realitzat requereix
posteriors manipulacions enzimatiques,
és recomanable purificar el fragment
desitjat a partir de gels d’agarosa.

Obtenci6 de  ceél-lules
Escherichia coli competents

Durant aquest treball s’ha seguit una variacié
del protocol descrit per Cohen i col. (1972),
basat en el tractament de les cél-lules
bacterianes amb solucions de CacCl, fredes.
Cal fer esment que les cél-lules bacterianes
només incorporen de forma estable, per
transformacio, molécules de DNA de doble
cadena circulars.

Pel que fa al procés d’obtenci6 de cél-lules
E. coli competents que es descriu a
continuacié cal fer especial esment de la
necessitat que el procés s’ha de dur a terme
amb les maximes garanties d’esterilitat.

1. Inocular 1 mL del cultiu de nit en 100
mL de medi LB liquid fresc. Aquest cultiu
es deixa créixer fins assolir una Abs550
nm de 0.5 unitats de densitat optica, per
agitacio constant a 250 r.p.m. a 37°C.

2. Deixar reposar el cultiu en gel durant 30
minuts.

3. Centrifugar a 5000 xg a 4°C durant 10
minuts.

4. Resuspendre el sediment cel-lular en
CaCl, 100 mM amb la meitat del volum
original (en aquest cas 50 mL) i deixar
reposar en gel picat durant 1 hora.

5. Centrifugar a 5000 xg i 4°C durant 10
minuts.

6. Resuspendre les cél-lules en 1/4 del volum
original amb dissoluci6 de CaCl, 100 mM
refredada a 0°C. Deixar una altra hora en
gel.

7. Centrifugar a 5000 xg i 4°C durant 10
minuts.

8. Resuspendre les cel-lules en 1/15 del
volum original (aproximadament 6 mL)
amb una dissoluci6 de CaCl, 100 mM
refredada a 0°C. Deixar una altra hora en
gel.

9. Afegir glicerol fins arribar a una
concentraci6 final del 15% (1.3 mL de
glicerol 80%). Distribuir en aliquotes de
100 pL en tubs Eppendorf refredats
previament i congelar a -80°C.

Aquest protocol permet obtenir unes 70
aliquotes de 100 pL i encara es pot escalar a
partir de volums de cultiu més grans. En
qualsevol cas el volum de dissolucié de CaCl,

utilitzat en les diferents resuspensions ha de
mantenir les proporcions exposades respecte
el volum de cultiu original.

Transformaci6 de cél-lules
d’Escherichia coli competents

Les cel-lules competents poden ésser
transformades amb DNA provinent d’un
Iligament o obtenci6 minipreparativa. El
procediment seguit fou el que es descriu a
continuacio:

1. Es descongelen les aliquotes de cel-lules
competents congelades a -70°C
necessaries, segons el numero de
transformacions que es vulguin fer,
transferint els tubs Eppendorf a gel picat.

2. Afegir a cada fracci6o de cél-lules
competents (100 pL), un maxim de 50
ng de DNA en un volum que no sobrepassi
1/10 del volum de la fraccié o aliquota.
Agitar suaument per tal de mesclar bé la
solucié del DNA amb la de les cel-lules.

3. Incubar en gel durant 30 minuts.

4. Transferir els tubs Eppendorf a un bany
a 42°C durant 2 minuts.

5. Incubar els tubs en gel durant 10 minuts.

6. A continuaci6, afegir 1 mL de medi LB
liquid fresc a cada tub Eppendorf i incubar
a 37°C en agitaci6 suau com a minim
durant 45 minuts.

7. Resuspendre suaument les cél-lules i
sembrar aliquotes de 0.1 mL en plaques
d'LB-agar, suplementades amb I’antibiotic
pel qual el vector que s’estda manipulant
proporcioni resisténcia. En tots els casos,
aquest antibiotic fou I’ampicil-lina.

8. Incubar les plaques en una estufa a 37°C
fins que s’observin les colonies
transformants (12-15 hores). Cal evitar
incubacions massa llargues per tal que no

apareguin colonies satél-lit que
dificultarien la  seleccio dels
transformants.

En totes les transformacions realitzades es
van incloure els controls seglents: d’una
banda es van sembrar dues aliquotes de
cel-lules competents, a les quals es va afegir
10 pl d’aigua destil-lada, una en una placa de
medi suplementada amb antibiotic (si creixen
colonies indicaria contaminacié de les
cél-lules competents) i I’altra en una placa
de medi sense antibiotic (si les cél-lules
competents sén viables, hi ha d’aparéixer
una capa de cultiu confluent). Per altra banda,
en el cas de transformacions amb DNA
provinent d’una reaccié de lligament es van
incloure dos controls addicionals en plaques
de medi amb antibiotic, un amb una aliquota
de cél-lules competents transformada amb
vector sense tallar, circular (si les cel-lules
tenen un bon nivell de competéncia, han
d’apareixer nombroses colonies
transformants), i I’altre amb una aliquota



transformada amb la barreja de lligament
sense el DNA insert (hi hauria d’aparéixer
un namero significativament menor de
colonies transformants que amb la
transformacié amb la barreja de Iligament
del vector i de I’insert, donat que la reaccié
de relligament d’un vector amb ell mateix és
molt poc probable si la digestio6 amb enzims
de restricci6 ha estat completa).

Transformacio de cél-lules
d’Escherichia coli competents
amb RFDNA de bacteriofags

El procediment que es va seguir per a la
transformacié de cél-lules competents
d’E.coli amb RF DNA de vectors derivats d’
M13 es detalla tot seguit:

1. Si es fan servir cél-lules competents
guardades a -70°C, deixar-les descongelar
en gel picat.

2. Afegir a cada mostra de cél-lules
competents un maxim de 50 ng d'RF DNA
dissolt en un volum que sigui com a
maxim 1/10 del volum de les cél-lules.
Agitar amb molta suavitat.

3. Incubar en gel durant 30 minuts.

4. Transferir els tubs Eppendorf a un bany
de 42°C durant 2 minuts. Tornar els tubs
al gel i deixar-ho uns 5 minuts.

5. Afegir 0.5 mL de medi LB liquid i
addicionar-ho a la barreja que conté
IPTG, X-gal i cél-lules d’un cultiu de nit i
se sembra en una placa d'LB-agar. El
volum sembrat és variable dependent del
nimero de transformants esperat

6. Incubar les plaques a 37°C, de forma
invertida, fins que s’observin les clapes.

SELECCIO DE LES COLONIES
TRANSFORMANTS
Un cop obtingudes les colonies

transformants, s’han de seleccionar aquelles
que porten el vector amb I’insert, ja que és
possible que hagi tingut lloc alguna reaccié
de relligament del vector sense que s’hagi
incorporat el fragment de DNA que es volia
inserir. Amb aquesta finalitat es fa una
extraccié6 minipreparativa del DNA
plasmidic d’algunes colonies aparegudes en
la placa després de la transformaci6. Tot
seguit aquest DNA es va sotmetre a digesti6
amb els enzims de restriccié per a comprovar
la preséncia de I’insert a la construccid
incorporada per les cél-lules. Una aliquota
de la mescla de restricci6 es va aplicar en un
gel d’agarosa juntament amb els marcadors
de massa molecular i una digestié del vector
sense insert digerit amb els mateixos enzims
de restriccié com a control.

Mutagenesi dirigida per
oligonucleotid (SDM)

La mutagenesi dirigida per oligonucleotid
(SDM, de I’angles Site-Directed Mutagenesis)
és una técnica que permet introduir qualsevol
mutacié que es desitgi en una seqiiéncia de
DNA coneguda. Existeixen diverses variants
de la tecnica, de les quals en aquest treball se
n’han assajat dues, la desenvolupada per
Eckstein i col-laboradors (Taylor, 1985;
Nakamaye i Eckstein, 1986; Sayers i col.
1988) utilitzant ssSDNA com a motlle, i la
tecnica de SDM mitjancant la reaccié en
cadena de la polimerasa (PCR) (Juncosa,
1994) que és una modificacié del métode
descrit per Landt i col. (1990) i que utilitza
dsDNA com a motlle i una polimerasa amb
activitat correctora 3’1 5’, la Deep Vent
DNA polimerasa (New England Biolabs,
EUA). De les dues variants, només la darrera
ens va donar resultats satisfactoris, per tant
sera I’Gnica que entrarem en detall en aquest
treball.

DISSENY DELS OLIGONUCLEOTIDS

Es tracta de dissenyar oligonucleotids que
tinguin una seqiiéncia complementaria a una
de les cadenes de la construcci6 que es vol
mutar, excepte en els punts d’incorporacid
de les mutacions desitjades. Atés que en
principi es va utilitzar el métode d’Eckstein
i que, per tant, les modificacions s’havien
d’introduir a fragments de DNA (gen de
I'RNasa A) clonats en el vector M13mp19,
es va prendre com a motlle la seqiiencia de la
cadena del fragment que passa a les particules
viriques (cadena +) i es van dissenyar els
oligonucleotids (oligo#1 a oligo#7)
complementaris a aquesta seqgiiéncia
introduint-hi, pero, la mutaci6 desitjada. La
resta de mutacions es van introduir a
fragments de DNA clonats en el vector
pUC119, de manera que es va treballar
indistintament amb qualsevol de les dues
cadenes que formen aquest plasmidi.

Pel que fa a la longitud de I’oligonucleotid, si
la mutaci6 consisteix en el canvi d’una Unica
base per una altra, és suficient que
I’oligonucleotid tingui una longitud de 21
bases, amb la mutaci6 centrada. En el cas
d’insercions, delecions o canvis de més d’una
base consecutiva, els oligonucledtids han de
tenir com a minim una longitud de 15 bases
a cada costat de la regié de mutacid. La
longitud de cada brag¢ s’ajusta de manera que
la temperatura teorica d’hibridacié sigui
aproximadament 42°C d’acord amb la
férmula segiient:

T,=4x(MG+C)+2x (M A+T)-3

Els oligonucleotids dissenyats d’aquesta
manera han estat sintetitzats i adquirits a
Boehringer Mannheim (MWG-Biotech,
Syntesis Lab., Alemanya) sense purificar i
liofilitzats.

A9

MeTope SDM per PCR

Com ja s’ha esmentat, tots els mutants
produits en aquest treball s’han obtingut pel
sistema de SDM mitjancant PCR. Es un
sistema que ha resultat ser molt rapid (3-4
dies) i és possible, de forma rutinaria, obtenir
eficiencies de mutagenesi d’un 95%. A més,
permet treballar amb DNA de doble cadena,
cosa que facilita totes les etapes preliminars
encaminades a I’obtencié de DNA motlle.

Es parteix del fragment que es vol mutar
(DNA motlle), inserit en un vector adequat
per al qual es tenen dos oligonucledtids que
s’hibriden als extrems del seu polycloning
site, a cadenes complementaries (primers
universals). En una primera PCR s’amplifica
una part del fragment inserit, la compresa
entre les regions a les que s’hibriden el primer
mutagenic i un dels primers universals. Una
de les cadenes del producte d’aquesta primera
PCR, degudament purificat tal i com
s’explicara, servira com a primer per a una
segona PCR, en la que el DNA motlle segueix
essent el vector que porta incorporat el
fragment a mutar, i el segon primer és el
primer universal contrari al que s’ha utilitzat
en la primera PCR. El producte final de la
segona PCR és digerit amb dos enzims de
restriccid, i inserit a un vector de clonatge
amb el que es transformen cél-lules
competents. D’entre les colonies
transformants obtingudes, se selecciona les
que han incorporat correctament la mutacio,
cosa que es comprova per sequenciacié del
DNA.

A continuaci6 es detallen els programes del
termociclador utilitzats per dur a terme, tant
de la primera com de la segona PCR, aixi
com les concentracions dels diferents
components de la barreja de reaccio. Convé
ressaltar que les dues reaccions s6n molt
semblants, i que la diferéncia principal és la
utilitzacié de primers. El fet d’emprar el
producte de la primera PCR com a primer
per a la segona fa canviar les condicions,
obligant a baixar la temperatura d’annealing
del programa per a la segona PCR.

CondadonscekesPCR
peraSDM

PRIMERA PCR

PROGRAMA

30-(94°C-1’15" + 55°C-1' + 72°C-1') +
72°C5' + 4°C-ON

Els programes de PCR s’expressen com a

férmules matematiques seguint els segiients

principis:

« El primer nimero indica el nombre total
de cicles.

« Entre parentesi figura les temperatures i
els temps de les tres etapes de que es
composa cada cicle: separacié o
desnaturalitzacio, anellament o



hibridaciéo i extensi6 (en I’ordre
esmentat).
e Després del paréntesi segueix la

temperatura i el temps d’extensi6 final i
la temperatura de conservacié dins de
I’aparell termociclador.

CONDICIONS

Afegir els components en I’ordre esmentat i
en condicions d’asepsia. Totes les reaccions
es fan a un volum final de 100 pL. Es
aconsellable que aquest procés es dugui a
terme a 0-4°C utilitzant un bany de gel.

Aigua Milli-Q esteril  fins a 100 pL
Tampé x10 (Vent buffer) 10 pL
dNTPs 10 mM (0.2 mM final) 2 pL

dsDNA motlle (~50 ng) 10 pL
* M13mp19.BPR
* pUC119.BPR
RUP (20 pmols) 5uL
Primer mutagénic (20 pmols) 5 pL

Afegir I’enzim just abans de la PCR. Si tenim
moltes mostres cal mantenir-les en gel per
tal d’evitar que I’activitat exonucleasa
destrueixi els encebadors. EIl termociclador
s’ha escalfat préviament a 94°C.

Deep Vent polimerasa (1 U) 0.5 pL
Oli mineral 40 pL
SEGONA PCR
PROGRAMA

30:(94°C-1°15" + 45°C-1°30” + 72°C-1’15")
+ 72°C-10" + 4°C-ON
CONDICIONS

Aigua Milli-Q esteril  fins a 100 pL

Tamp6 x10 (Vent Buffer) 10 pL
dNTPs (400 uM final) 4 uL
DNA motlle (40-50 ng) 10 pL
* M13mp19.BPR
* pUC119.BPR
FUP (20 pmols) 5uL

Producte purificat de 1a PCR 10 pL
Deep Vent polimerasa (1 U) 0.5 pL
Oli mineral 40 pL

SV
i pejdD H DNAUat
agbnth

ama carrier

Després de cada PCR és necessaria la
purificacié del producte resultant. Aixo s’ha
fet sempre mitjancant una extraccié amb
cloroform amb posterior precipitacié6 amb
etanol i acetat sodic utilitzant acrilamida
com agent co-precipitant o carrier, tot
seguint els passos que es descriuen en aquest
apartat. La mostra resultant s’aplica a un
gel d’agarosa 1,4%, i finalment es purifica a
partir d’agarosa mitjancant el sistema
GENECLEAN o MERmaid, depenent de la
longitud del fragment.

Aquest metode de precipitacié del DNA
(Juncosa, 1995) es basa en una
polimeritzacié parcial, en abséncia de
bisacrilamida, de I’acrilamida. Aixd permet
que la soluci6 no esdevingui compacta.
Aquesta acrilamida no interfereix en
posteriors manipulacions del DNA
(electroforesi, restriccions, Iligament i
transformacio).

1. Retirar 90 pL de la 1a PCR amb compte
de no arrossegar oli mineral.

2. Barrejar els 90 pL de la mostra amb un

volum igual de cloroform:alcohol
isoamilic 24:1.
3. Agitar fortament amb vortex i

centrifugar en minifuga a 12000 xg
durant 10 minuts.

4. Recuperar la fase aquosa superior i afegir
9 pL d’acetat sodic 3 M (pH 5.6) i 8 pL
d’acrilamida 0.25% (20 pg). Agitar
fortament amb vortex.

5. Afegir 275 pL d’etanol absolut fred (-
20°C) i barrejar invertint el tub.

6. Deixar 10 minuts a -80°C o, de manera
opcional, tota la nit a -20°C.

7. Centrifugar 10 minuts a 12000 xg.

. Retirar el sobrenedant per aspiracio i
rentar el sediment amb 1 mL d’etanol
70% fred (-20°C).

9. Centrifugar 5 minuts a 12000 xg.

10.Retirar el sobrenedant i deixar assecar el
sediment durant 2 minuts.

11.Resuspendre en 15 pL d’aigua Milli-Q.

o]

LA SOLUCIO DE POLIACRILAMIDA
0.25% ES PREPARA SEGONS EL

SEGUENT PROTOCOL:
1. Es prepara una soluci6 estoc d’acrilamida

5%, Tris 40 mM, acetat sodic 20 mM,
EDTA 2 mM.

Acrilamida 125¢
Tris1 M 1 mL
Acetat sodic 3 M 167 pL
EDTA 0.5 M (pH 7.8) 100 pL
Aigua destil-lada fins a 25 mL

Per polimeritzar la solucié anterior,
afegir:

Persulfat amonic 10% 250 pL
TEMED 25 uL

Deixar a temperatura ambient fins a la
completa polimeritzaci6.

2. Agafar una aliquota d’aquesta soluci6
(5mL) i afegir acetat sodic fins a una
concentraci6 final de 0.3 M.

3. Afegir 3 volums d’etanol absolut, i
precipitar el polimer durant 5 minuts a
0°C (-20°C).

4. Centrifugar en minifuga 5 minuts a 10000
xg. Retirar el sobrenedant.

5. El sediment es renta amb etanol 70%.
Centrifugar en minifuga 5 minuts a 10000
Xg. Retirar el sobrenedant.

6. El sediment es deixa assecar i es dissol en
100 mL d’aigua destil-lada (concentracid
final 0.25%).

7. La soluci6 estoc es guarda a -20°C i la
solucié de treball de poliacrilamida 0.25%
a temperatura ambient o bé a 4°C

Seqlienciacio de DNA

La seqtienciaci6 del DNA corresponent a les
construccions realitzades en aquest treball
ha estat el metode que ha permes validar els
diferents clons obtinguts, normalment
després del procés de mutagenesi dirigida. El
métode seguit ha estat sempre el métode
enzimatic de Sanger (Sanger i col., 1977;
Sanger i Coulson, 1978), també anomenat
metode del dideoxi, utilitzant la tincié amb
nitrat de plata com a métode per a la deteccio
de les cadenes de DNA.

Les quatre etapes basiques per a la
sequienciacio del DNA sén les que es descriuen
a continuaci6. En primer lloc, s’ha de
preparar el DNA a sequenciar fins a tenir-lo
amb un grau de puresa suficient com per
poder-lo sotmetre a la segona etapa, la
reaccid. La tercera etapa té com a objectiu
separar les cadenes copia en funcié de la
seva longitud, per la qual cosa s’utilitza una
electroforesi en gel d’acrilamida-urea. La
quarta i Ultima etapa consisteix en la deteccié
de les cadenes de DNA separades durant
I’electroforesi, en el nostre cas, a través de
la tinci6 del gel amb nitrat de plata. Per dur
a terme cadascuna d’aquestes etapes es va
seguir el protocol detallat per Canals (1998).

METODES D’EXPRESSIO

DE PROTEINES
RECOMBINANTS
|

Condicions per a I’expressio en
E. coli

Les condicions dels cultius de la soca E. coli
BL21 (DE3), encaminats a la produccié de
les diferents proteines recombinants, van ser
les que s’exposen a continuacio:

INOCULACIO | CREIXEMENT DEL
CULTIU

Es va establir un cultiu de nit, a fi d’utilitzar-
lo com a inocul per al cultiu d’expressio,
inoculant una unica colonia de la soca
desitjada en 3 mL de medi liquid TB
suplementat amb ampicil-lina 400 pg/mL.
Aquest cultiu s’incuba a 37°C i en agitacio



(250 r.p.m.) durant 12-18 hores.

Després d’aquest temps d’incubaci6,
s’inocula 1 L de medi liquid TB suplementat
amb ampicil-lina 50 pg/mL amb 1/100 del
volum provinent del cultiu de nit. Es deixa
créixer el cultiu a 37°C i en agitacié (250
r.p.m.) durant 3-4 hores, fins que s’assoleix
un valor d’absorbancia a 550 nm de 0.8-1.0.

INDUCCIO DEL CULTIU

En aquest moment, s’afegeix I'IPTG
necessari per tal que la seva concentracid
final al cultiu sigui 1 mM. Es va partir d’una
solucié mare d’IPTG 100 mM, preparada
just abans d’induir i esterilitzada per filtracio.

Es deixa créixer el cultiu induit entre 3-4
hores i tot seguit, es centrifuga a 10000 xg
durant 20 minuts per tal de recollir les
cel-lules. Aquestes es guarden a -20°C fins al
moment de comencar el procés de
purificacio.

Obtenci6é de fraccions de
cultius d’E. coli

Per tal d’analitzar la produccié de proteina
recombinant durant la inducci6, es prenen
mostres d’1 mL de cultiu en el moment
anterior a la induccié i en diferents temps al
llarg d’aquesta. Les mostres se centrifuguen
a 10000 xg, durant 4 min a temperatura
ambient, s’elimina el sobrenedant per
aspiracid, es resuspén el sediment cel-lular
en 200 mL de tamp6 d’aplicacio de proteines
1x, i es bull durant 5-10 min. Finalment
s’analitzen les proteines per SDS-PAGE.

METODES DE TREBALL

AMB PROTEINES
|

Obtenci6o de I’RNasa A
salvatge d’origen natural

L’RNasa A salvatge d’origen natural es va
obtenir per purificaci6 de I’RNasa
pancreatica bovina (tipus I-A) subministrada
per Sigma Chemical Co. (EUA). Es va seguir
el procediment de purificacié descrit per
Alonso i col. (1986), el qual suposa la
realitzacié d’una cromatografia de bescanvi
cationic mitjancant una reina de tipus CM-
Sepharose CL-6B (Pharmacia Fine
Chemicals, Suecia). Convé ressaltar que totes
les cromatografies descrites en aquest treball

es van dur a terme a temperatura ambient.

Aixi doncs, per a la purificacié de I'RNasa A
salvatge natural, es dissol 1 g d’RNasa A
tipus I-A (Sigma Chemical Co., EUA) en 40
mL d’amortidor Tris-HCI 15 mM (pH 8.0)
i s’aplica a una columna empaquetada amb
la reina abans esmentada. Les caracteristiques
i condicions d’aquesta cromatografia
s’indiquen a continuacio:

* Dimensions de la columna: 2.5 x 60 cm
e Volum: 250 mL

e Flux: 80 mL/h

» Fraccions recollides: 4.5 mL

e Amortidor d’equilibrat:

Tris-HCI 15 mM (pH 8.0) (500 mL)

e Volum de la mostra: 40 mL

* Amortidor de rentat:

Tris-HCI 15 mM (pH 8.0) (100 mL)

e Gradient:

0-0.17 M de NaCl en Tris-HCI 15 mM (pH
8.0) (600 mL + 600 mL)

» Enregistrament: 280 nm

En la Figura 1 es presenta el perfil d’elucié
enregistrat a partir de la lectura d’absorbancia
de cada fraccié a 280 nm. L’'RNasa A s’elueix
en el pic principal que s’emplaca al final del
gradient, aproximadament a un valor de
conductivitat entre 9 i 10 mS-cm™. Els pics
minoritaris que apareixen en el
cromatograma corresponen a la mateixa
proteina, pero amb diferents graus de
glicosilacio.
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Figura 1: Perfil d’elucié corresponent a la
cromatografia de bescanvi cationic emprada per a la
purificacié de I'RNasa A salvatge natural. El pic
corresponent a la fraccié no glicosilada (fraccions 215-
239) s’elueix a un valor de conductivitat entre 9 i 10
mS-cm™,

Les fraccions corresponents al pic de I’'RNasa
A no glicosilada s’ajunten i es dialitzen
enfront d’aigua Milli-Q (5 L) durant 24
hores, realitzant un canvi a les 12 hores. Es
liofilitza i es guarda a -20°C fins al moment
del seu Us.

Purificacié de les proteines
recombinants

Ates que els gens que codifiquen per les
RNases recombinants amb les quals s’ha
treballat es troben cadascun fusionats darrera
el péptid senyal pelB, les proteines estan
preparades per ser exportades a I’espai
periplasmatic de la cél-lula bacteriana. No
obstant, convé ressaltar que en centrifugar
el cultiu cel-lular després d’un xoc osmotic
d’aquest, no es detecta activitat ribonucleasa
en el sobrenedant (delCardayré i col., 1995).
A més, la major part de la producci6 de les
proteines recombinants obtingudes en aquest
treball es troba en forma de cossos d’inclusio,
és a dir, agregats de molécules de proteina i
mRNA que s’originen per la baixa solubilitat
de la proteina expressada en grans quantitats.

Aixi doncs, la purificaci6 s’inicia partint del
sediment cel-lular d’un cultiu d’1 L de la soca
portadora del plasmidi d’interes, fet créixer
i induit sota les condicions que s’han detallat
anteriorment.

Al llarg d’aquest treball es van emprar dos
procediments diferents per tal de purificar
les proteines recombinants. El protocol
d’ambdés procediments, anomenats A i B,
es troba detallat tot seguit.

PROCEDIMENT DE PURIFICACIO A

Aquest procediment, afi amb el descrit per
delCardayré i col. (1995), es basa en la
solubilitzaci6 dels cossos d’inclusié i en el
trencament de les cél-lules amb un amortidor
que conté urea com a agent desnaturalitzant,
DTT com a agent reductor dels enllacos
pont disulfur, i PMSF i EDTA com a
inhibidors de proteases. Després d’aquesta
solubilitzacio, el sobrenedant se sotmet a una
cromatografia de bescanvi cationic a pressio
atmosférica en una columna de CM-
Sepharose CL-6B. Es reuneixen i es dialitzen
les fraccions amb activitat ribonucleasa per
tal de reoxidar i permetre el plegament de la
proteina recombinant, tot utilitzant la
parella redox [GSSG]/[GSH]. Aleshores, la
mostra se sotmet a una segona etapa
cromatografica, també de bescanvi cationic,
perd per HPLC, en una columna Mono-S.

Sd iz & sdmat dlbe

1. Se centrifuga el cultiu a 10000 xg i a 4°C
durant 20 minuts per tal de recollir les
cél-lules.

2. El sediment que s’obté es dissol en 200
mL d’amortidor de solubilitzacio, la
composici6 del qual és: Tris-HCI 20 mM,
Urea 6 M, EDTA 1 mM, PMSF 0.2 mM
(dissolt en 500 pL d’isopropanol), DTT
20 mM (pH 7.8).

3. Una vegada s’ha resuspés completament
el sediment s’incuba durant 1 hora a 37°C
i en agitaci6 constant a 250 r.p.m.

4. Se centrifuga novament a 10000 xg a
4°C durant 20 minuts.

5. El sobrenedant, anomenat S, es reserva i
el sediment es resuspen novament en 200
mL d’amortidor de solubilitzacio.



6. Es repeteixen els passos 3 i 4.

7. El sobrenedant, anomenat S, s’ajunta amb
el sobrenedant S, i el sediment es
resuspenen en 100 mL d’amortidor de
solubilitzaci6.

8. Es repeteixen de nou els passos 3 i 4.

9. Finalment aquest sobrenedant, anomenat
S, s’ajunta amb la barreja de sobrenedants
S, i S, per aconstituir lamostra (S,+S,+S,),
la qual sera posteriorment sotmesa a
cromatografia de bescanvi cationic.
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A continuacié, es porta a terme una
cromatografia de bescanvi cationic, a pressio
atmosférica, en preséncia d’urea i DTT, és a
dir, mantenint la proteina desnaturalitzada i
reduida. Amb aquesta cromatografia
s’aconsegueix separar la proteina d’interés
de la major part de proteines que s’incloien
en els cossos d’inclusié. Es va emprar una
reina del tipus CM-Sepharose CL-6B
(Pharmacia Fine Chemicals, Suécia). Les
caracteristiques i condicions d’aquesta
cromatografia s’indiquen a continuacio:

* Dimensions de la columna: 2.5 x 20 cm
e Volum: 100 mL

e Flux: 30 mL/h

* Fraccions recollides: 3.5 mL

e Amortidors d’equilibrat:

A) Tris-HCI 20 mM (pH 7.8) (200 mL)

B) Tris-HCI 20 mM, urea 6 M (pH 7.8)
(250 mL)

C) Tris-HCI 20 mM, urea 6 M, DTT 2 mM
(pH 7.8) (100 mL)

» Volum de la mostra: 500 mL (S,+S,+S,)

* Amortidor de rentat:
Tris-HCI 20 mM, urea 6M, DTT 2 mM (pH
7.8) (200 mL)

e Gradient:
0-0.5 M NaCl en Tris-HCI 20 mM, urea
6M, DTT 2 mM (pH 7.8) (250+250 mL)

e Enregistrament: 280 nm

Els grups amino lliures de les proteines
reaccionen amb els ions isocianat (NCO), la
qual cosa resulta en la carbamilaci6 de les
proteines (Stark, 1965). Donat que la urea
esta en equilibri amb els ions isocianat, quan
s’utilitzen elevades concentracions d’aquest
agent desnaturalitzant, les proteines sén
susceptibles a aquesta modificaci6. Aquestes
modificacions es poden evitar si la solucié
d’urea 6 M, utilitzada tant en la solubilitzaci6
de la proteina com en les diferents etapes
cromatografiques, es desionitza mitjangant
la reina de bescanvi anionic AG 501-X8(D)
(Sigma Chemical Co., EUA). Aquesta es va
addicionar directament a la soluci6 i es va
mantenir en agitacié fins al moment del seu
Gs. Finalment, es va filtrar la solucié per tal
de retirar la reina. Aquesta reina presenta la
particularitat que conté un colorant unit de
manera irreversible, el qual canvia de color

blau a groc quan s’exhaureix la capacitat
bescanviadora.

Repegament i reoxidadd de b
R

Les fraccions amb activitat ribonucleasa es
van detectar per electroforesi en gels de
poliacrilamida-SDS amb poli(C) revelats per
activitat. Es reuneixen les fraccions amb
activitat ribonucleasa, se’n determina la
concentracio i es dilueix, si s’escau, amb
amortidor Tris-HCI 20 mM (pH 7.8). Tot
seguit, es duen a terme les dialisis amb sacs
Spectra/Por de 3.500 Da de MWCO
(Spectrum, USA) que s’exposen a
continuacio:

1- Dialisi enfront de I’amortidor Tris-HCI
20 mM, NaCl 0.1 M, GSH (glutati6 reduit)
1 mM, GSSG (glutatio oxidat) 0.2 mM
(pH 7.8). Aquesta dialisi permet eliminar
la urea i el DTT, alhora que permet el
procés de reoxidaci6 dels quatre ponts
disulfur. Temps de dialisi: 24 hores amb
un canvi. Volum: 2 L.

Dialisi enfront de I’amortidor Tris-HCI
20 mM (pH 7.8) per tal d’eliminar
completament la urea i el DTT i alhora
descartar la sal i el glutatio de la dialisi
anterior. Temps de dialisi: 24 hores amb
un canvi. Volum: 2 L.
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Finalment i com que el volum de la mostra
era gran, es va dialitzar enfront d’aigua Milli-
Q per tal de poder-la concentrar per
liofilitzacié. El temps i el volum de dialisi
han estat els mateixos que en les dialisis
anteriors. Una vegada dialitzada, es va
centrifugar la mostra a 10000 xg durant 20
minuts per tal d’eliminar la fraccié de
proteina no soluble.

Cromatografia liquida dalta
resoucdHPLC)

L’HPLC es va emprar tant de forma
preparativa (en ser una de les etapes del

procés de purificacio) com de forma analitica
(per tal de comprovar la puresa de la mostra).

1. Cromatografia de bescanvi ionic per
HPLC

El liofilitzat es va resuspendre amb
I’amortidor A i es va centrifugar a 12000 xg
a 4°C durant 15 minuts. El sobrenedant es va
injectar a I’equip d’HPLC. Les condicions
de la cromatografia de bescanvi cationic
utilitzades es descriuen a continuacio:

e Amortidors:

A) Tris-HCI 20 mM (pH 8.0)

B) Tris-HCI 20 mM, NaCl 1 M (pH 8.0)

e Columna:

Mono S HR 5/5 (Pharmacia Biotech, Suécia)

e Flux: 1 mL/min
* Rentat: 10 minuts amb I’amortidor A

e Gradient: 0-25% B en 60 min
25-100% B en 5 min
100% B durant 10 min

* Enregistrament: 280 nm

Una vegada obtingut el perfil d’elucié
d’aquesta cromatografia es van reunir les
fraccions corresponents al pic majoritari i
es va dialitzar enfront d’aigua Milli-Q durant
24 hores. Finalment es va liofilitzar per a la
seva conservacio.

2. Cromatografia de fase reversa per HPLC

En casos puntuals s’ha dut a terme una
cromatografia de fase reversa per HPLC,
sobretot per comprovar tant la puresa de la
mostra, com la seva homogeneitat (absencia
de diferents conformacions de la mateixa
proteina).

* Amortidors:
A) TFA 0.1% en aigua Milli-Q
B) Acetonitril + TFA 0.09%

¢ Columna:
214TP Wdac C-4 (USA)

¢ Flux: 0.5 mL/min
¢ Rentat: 10 minuts amb I’amortidor A

e Gradient: 10% B durant 20 min
10-20% B en 15 min
20-35% B en 60 min
35-100% B en 5 min
100% B durant 15 min

* Enregistrament: 280 nm

PROCEDIMENT DE PURIFICACIO B

Es va decidir seguir un nou procediment,
modificacié del descrit per Kim i col (1995),
i que comenca amb I’expressié heterologa
de la proteina com es feia fins al moment. A
diferéncia del métode de solubilitzacié
utilitzat en el procediment de purificacio A,
purament quimic, la utilitzacié de clorur de
guanidini (Gnd-HCIl), com a agent
desnaturalitzant dels agregats que es formen
durant I’expressié de la proteina, va precedida
d’un trencament cel-lular per mitjans fisics,
com és ara la premsa de French. El procés
continua amb la reduccié amb DTT i una
dialisi enfront d’acid acétic 20 mM. La
mostra desnaturalitzada i reduida, es dilueix
en un amortidor de replegament fins a una
concentracié de proteina de 0.3 mg/mL.
Donat que en aquest estadi la mostra es troba
molt diluida, aquesta es va concentrar per
ultrafiltracié tangencial fins a un volum que
es podia dialitzar enfront de I’amortidor
adequat per a la posterior cromatografia de
bescanvi cationic, en una columna Mono-S
d’HPLC.

Fecioremenicei b

1. Les cél-lules provinents d’1 L de cultiu es
recullen per centrifugacié a 10000 xg a
4°C durant 20 min. El sediment obtingut
s’acumula en dos tubs i es resuspen en 50
mL de Tris-HCI 20 mM, EDTA 10 mM
(pH 8.0).

2. La suspensi6 cel-lular es congela a —85°C
durant tota la nit.



3. Es descongelen les cél-lules en un bany a
37°C i se sotmeten 3 vegades a la premsa
de French a 1000 Psi. EI millor indicatiu
d’un bon fraccionament cel-lular és la
disminuci6 de la viscositat de la solucié.

4. Se centrifuga a 12000 xg durant 1 h a
4°C.
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5. Es descarta el sobrenedant i es solubilitza
el sediment (repartit en dos tubs) que
conté els cossos d’inclusié amb una
soluci6 desnaturalitzant: Tris-HCI 20 mM
Gdn-HCI 6 M EDTA 10 mM (pH 8.0).
S’utilitzen 6 mL per cada tub. Per a la
solubilitzaci6 d’aquest sediment, cal
deixar-ho en agitacié suau durant 1 hora.

6. S’afegeix DTT en pols fins a una
concentraci6 final de 0.1 M. Intentar
desenganxar el sediment de les parets del
tub amb una micropipeta i es continua
I’agitacié suau per tal de facilitar la
solubilitzacié durant 1 hora més.

7. Se centrifuga a 10000 xg durant 30 min a
4°C a fi d’eliminar el material insoluble.

8. Tot seguit, es dialitza la solucié enfront
de 4 L d’acid acetic 20 mM. Es canvia la
dialisi després de 3-4 hores i es continua
dialitzant durant tota la nit.

9. Se centrifuga la soluci6 a 10000 xg,
durant 30 min a 4°C.
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Replegament i reoxidadio de la
pcera

10.Es determina la concentraci6 de proteina
mesurant I’absorbancia de la solucié a 275
nm.

11.El replegament de la mostra s’inicia amb
la diluci6 d’aquesta, fins a una
concentracié de proteina de 0.3 mg/mL,
en I’amortidor de replegament o de
renaturalitzacio. La composicié d’aquest
amortidor és: Tris-acetat 100 mM, GSH
3.0 mM i GSSG 0.6 mM (pH 8.0).

12.La mostra s’incuba 15 hores o tota la nit
en agitaci6é suau.

13.S’afegeix acid acetic glacial (1/100 del
volum), lentament i en agitaci6é suau, per
tal d’aturar I’oxidacid.

Concentracio de la mostra per

. o

14.Es duu a terme la concentraci6 per
ultrafiltracio tangencial amb I’equip
Acrylic Minitan Il amb 4 plaques de doble
filtre de cel-lulosa de 5000 Da de NMWL
(Cutoff). Aquest sistema va permetre una
concentracio rapida i eficient de la mostra
fins a 30 mL. Es va treballar sempre a
una pressié mitjana transmembrana
d’entre 14 i 15 Psi.

A fi d’obtenir la proteina dissolta en el tampd
apropiat per a dur a terme la cromatografia
liquida d’alta resolucid tal i com s’ha descrit

en el procediment de purificacio A, es va dur
a terme una dialisi enfront de tamp6 Tris-
HCI 20 mM (pH 8.0).

EMMAGATZEMATGE DE LA PROTEINA
PURA

La proteina, producte dels processos de
purificacié, ha estat generalment
emmagatzemada a —20°C en un recipient
tancat, després d’haver estat liofilitzada. La
proteina, desada d’aquesta manera, es manté
en optimes condicions durant mesos.

Per aquest fi, les mostres es congelen
previament a —80°C durant varies hores, en
funcié del seu volum. El recipient que conté
la mostra congelada es cobreix amb un
Parafilm foradat amb una agulla, per tal que
la liofilitzaci6 sigui efectiva pero sense que
la mostra pugui sortir del recipient. Si la
mostra estava dissolta en algun amortidor
en medi aquds, es va realitzar un pas previ de
dialisi enfront d’aigua Milli-Q per tal
d’eliminar les sals. Si la mostra estava dissolta
en algun dissolvent organic, com I’acetonitril
en el cas de cromatografies de fase reversa,
aquesta dialisi previa no era necessaria.

Determinacié de la quantitat
de proteina

METODE ESPECTROFOTOMETRIC

La concentraci6 de les diferents proteines
es va determinar per espectrofotometria, a
partir del valor d’absorbancia a 278 nm i
utilitzant el coeficient d’extincié molar a
aquesta longitud d’ona (J,,, = 9800 M*cm™
(Sela i Anfinsen, 1957). Per la variant
Y115W es va utilitzar el coeficient
d’extinci6 molar segient: . = 14800 M-
tcm?, calculat segons el métode descrit per

Gill i von Hippel, (1989).

El metode de Gill i von Hippel es basa en
calcular el coeficient d’extincié molar de la
proteina desnaturalitzada en Gdn-HCI 6M
(Channc) @ partir de I’equacio:

q}dn-HCl =a: q"asina+ b ! ;rlptf)fan tc Q:istma Eq 1

on a, b corresponen respectivament al
nombre de residus de tirosina i de triptofan,
i ¢ al nombre de cistines. Wirosina’ Wrip!()fan' 7cis!ina
son els corresponents coeficients d’extincio
molar dels compostos model en aquesta
dissolucié (Edelhoch, 1967).

Per determinar el coeficient d’extincid
molar de la proteina nativa (T, ), €s mesura
I’espectre de la proteina nativa i
desnaturalitzada (en Gdn-HCI 6M) a la

mateixa concentraci6 i se’n determina el

valor d’absorbancia a 278 nm. Aleshores,
I’ es calcula a partir de I’equacio segient:

nativa

;wanva = (Absnanu) (DGdn-HCI) / (AbsGdn-HCI) Eq 2

METoDE DE BRADFORD

Les estimacions de quantitat de proteina
total en les diferents etapes del procés de
purificaci6 de les ribonucleases recombinants
es va determinar pel metode de Bradford
(1976). Aquest metode es basa en el canvi
del maxim d’absorci6, de 465 nm a 595 nm,
del colorant Coomassie Brilliant Blue G-250
en solucié acida quan s’uneix a proteina. El
reactiu utilitzat va ser subministrat per Bio-
Rad (EUA). El procediment que es va seguir
per a I’assaig s’indica a continuacio:

1. Es prepara amb la major exactitud
possible, una dissolucié 0.1 mg/mL
d’albimina serica bovina (BSA) en aigua
destil-lada. Aquesta dissolucié es pot
conservar congelada a —20°C durant un
temps.

2. A partir de la dissolucié anterior, es
prepara una recta patré amb les segiients
dilucions: 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 15 pg/mL
de proteina en 800 uL d’aigua Milli-Q.

3. Es preparen diferents dilucions de les
mostres a analitzar de 800 pL de volum,
corresponents a les diferents etapes de la
purificacio, fins que el valor d’absorbancia
es trobi dins del marge comprés per la
recta patré.

4. S’afegeixen 200 pL de reactiu de Bradford
sense diluir i s’agita immediatament
invertint el tub diverses vegades.

5. Esperar un minim de 5 minuts i un maxim
de 15 minuts ja que el color disminueix
per la precipitaci6 de la proteina en medi
acid (aquest fet es veu accentuat a
concentracions de proteina més elevades)
i mesurar I’absorbancia a 595 nm enfront
d’un blanc preparat amb 800 pL d’aigua
Milli-Q i 200 pL de reactiu. Cal utilitzar
cubetes de plastic o de vidre.

6. Finalment es construeix el grafic d’A595
versus concentraci6 de proteina (ug/mL)
per a la recta patrd i s’hi interpolen les
diferents mostres, tenint en compte el
factor de diluci6 utilitzat per a cadascuna.

Electroforesi en gel de
poliacrilamida-SDS

L’electroforesi en gel de poliacrilamida amb
SDS ha estat el métode analitic utilitzat de
manera rutinaria per a la determinacié del
contingut proteic de cadascuna de les
fraccions cel-lulars, i el seguiment dels
processos de purificacio, aixi com per a la
determinacid del grau de puresa de les mostres
obtingudes al final del procés.



En aquest treball s’ha utilitzat el métode
d’electroforesi discontinua descrit per
LaemmLi (1970). Aquest metode es
caracteritza per emprar un gel superior, que
té la funcié de concentrar les proteines, i un
gel inferior, el qual permet la separacio
d’aquestes. En tots els casos s’ha utilitzat
I’aparell d’electroforesi Mini-Protean Il
(Bio-Rad, EUA) i s’han preparat gels de
dimensions: 9 x 6 x (0.075 o 0.15) cm.

Els gels de poliacrilamida-SDS es van preparar
a partir de les seguents dissolucions:

Dissolucio A:
Acrilamida 30%-bisacrilamida 0.8%

Acrilamida 309
Bisacrilamida 08¢
Aigua Milli-Q fina a 100 mL
Dissolucié B:
Amortidor del gel separador (4x)
SDS 049
Tris 182 g
Aigua Milli-Q fina a 100 mL

Ajustar el pH a 8.6-8.8 amb HCI.

La composicié de la solucié preparada
concentrada 4x és: Tris-HCI 1.5 M, SDS
0.4% (pH 8.8)

Dissoluci6 C:
Amortidor del gel concentrador (4x)

SDS 049
Tris 6.0 g
Aigua Milli-Q fins a 100 mL

El pH s’ajusta a 6.8 amb HCI.

La composicié de la solucié preparada
concentrada 4x és: Tris-HCI 0.5 M, SDS
0.4% (pH 6.8)

Dissolucié D:
Amortidor d’elucié (10x)

Tris 303 g
Glicina 144.1 g
SDS 10 g
Aigua Milli-Q fins a 1 litre

Aquesta barreja sol donar un pH al voltant
de 8.3-8.5 i no s’ha d’ajustar amb HCI.

La composicié de la solucié preparada 10x
és: Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 0.1%
(pH 8.3-8.5).

Dissolucio6 E:
Amortidor d’aplicacié de mostres (4x)

Tris 159
Glicerol 80% (v/v) 40 mL
SDS 8¢
Blau de bromofenol 0.05 g
Aigua Milli-Q fins a 100 mL
El pH s’ajusta a 6.8 amb HCI.
La composicié final de I’amortidor

d’aplicacié de mostres 4x és: Tris-HCI 120
mM, glicerol 40% (v/v), SDS 8% (p/v), blau
de bromofenol 0.05% (p/v) (pH 6.8).

Dissolucio F:
Blau de Comassie

Metanol 45% (v/v)

Acid acétic 7% (v/v)

Aigua Milli-Q 45%

Coomassie Blue R-250 0.1% (p/v)
Cal dissoldre el colorant en el metanol abans
d’afegir I’aigua i I’acid acetic.

Per a la preparacié dels gels de separacio
amb un determinat percentatge cal combinar
en proporcions diferents les solucions A, B i
aigua Milli-Q.

El gel separador al 15% d’acrilamida es va
preparar barrejant les seglients dissolucions
(per a dos gels):

Dissolucié A 8 mL
Dissolucié B 4 mL
Aigua Milli-Q 4 mL
TEMED 6 puL
Persulfat amonic 10% (p/v) 64 pL

Es prepara I’aparell d’electroforesi i s’aboca
la dissoluci6 del gel separador en el suport
evitant la formacié de bombolles. Tot seguit
s’afegeix amb una pipeta Pasteur una capa
fina d’aigua Milli-Q per tal de facilitar la
polimeritzaci6 i permetre que el front del
gel no es deformi. Es deixa polimeritzar el
gel i s’elimina la capa d’aigua amb paper
secant.

El gel concentrador es va preparar tal i com
s’indica a continuacio (per a dos gels):

Dissolucié A 0.6 mL
Dissolucié C 1.5 mL
Aigua Milli-Q 3.9 mL
TEMED 6 pL
Persulfat amonic 10% (p/v) 60 pL

S’aboca el gel concentrador, es col-loca la
pinta i es deixa polimeritzar.

Un cop els gels han polimeritzat, I’amortidor
d’elucié 10x es dissol 1/10 amb aigua Milli-
Q i s’omple la cubeta d’electroforesi evitant
la formaci6 de bombolles en I’extrem inferior
dels gels per tal d’impedir que aquestes puguin
afectar el corriment electroforetic de les
mostres.

Per preparar les mostres s’afegeix 1 volum
d’amortidor d’aplicaci6 de mostres (4x) per
cada 3 volums de mostra. Les mostres
s’escalfen durant 5 minuts a 90°C abans
d’ésser carregades en el gel.

Es van utilitzar els marcadors pretenyits de
Bio-Rad: fosforilasa B (142.900 Da),
Albumina de sérum bovi (97.200 Da),
ovoalbimina (50.000 Da), anhidrasa
carbonica (35.100 Da), inhibidor de tripsina
de soja (29.700 Da) i lisozim (21.900 Da).

Les electroforesis es van fer correr a
temperatura ambient i amb una intensitat de
corrent de 20 mA i es van aturar uns 5 minuts
després que el colorant blau de bromofenol
sortis del gel.

Tincié amb blau de Coomassie

Aquest métode de tincio permet detectar fins

a 0.3-1 ug per bana de proteina. Totes les

etapes que s’indiquen a continuacié es van

dur a terme a temperatura ambient i amb
agitacio suau.

1. Fixar el gel submergint-lo durant un
periode minim de 30 minuts en una
solucié fixadora (metanol 50%, acid
acétic 7%).

2. Retirar la soluci6 fixadora i submergir el
gel durant com a minim 15 minuts en
una dissoluci6 de blau de Comassie.

3. Eliminar la soluci6 de tinci6 i realitzar
uns quants rentats amb acid acetic 7%
per tal d’eliminar I’excés de colorant.

4. Els gels es poden conservar per periodes
de temps prolongats en acid acetic 7% i a
4°C,

Determinacid de I’activitat
RNasa

Per a la determinaci6 de I’activitat
ribonucleasa, ja sigui de forma qualitativa o
de forma quantitativa, es van emprar
diferents metodes:

ZIMOGRAMA: GEL DE
POLIACRILAMIDA-SDS AmB
POLI(C) REVELAT PER ACTIVITAT

Es tracta d’un sistema de detecci6 i
seguiment de I’activitat ribonucleasa, el qual
es basa en una tincié negativa. A més de
I’elevada sensibilitat i especificitat, aquest
sistema presenta I’avantatge respecte altres
métodes de deteccid d’activitat ribonucleasa
que, alhora que determina si una fracci6 és o
no activa, permet visualitzar quina o quines
espécies moleculars son les responsables
d’aquesta activitat. Aquest sistema s’ha
utilitzat sobretot per a la deteccié de les
proteines amb activitat ribonucleasa que
constitueixen cadascuna de les fraccions
d’una purificacio.

El métode de tincié negativa de gels de
poliacrilamida-SDS amb poli(C) (Bravo i col.
1994) que es detalla a continauci6, és una
modificacié del métode descrit per Blank i
col. (1982). Essencialment, la técnica es
caracteritza perqueé el gel separador conté
com a element addicional un substrat d’alt
pes molecular per I’'RNasa A, el poli(C), que
s’afegeix durant el procés d’entrecreuament
de les cadenes d’acrilamida. Es tracta de
separar primer, mitjangant una electroforesi
convencional, les proteines. LLavors
s’elimina I’SDS del gel mitjancant uns rentats
amb isopropanol aqués per tal de
renaturalitzar completament les proteines.
Les proteines que presentin activitat
ribonucleasa podran degradar localment el
substrat contingut en el gel i podran ser
visualitzades per tincié negativa submergint
el gel amb colorants que tenyeixen els acids
nucleics.



. Tot el material (vidres, separadors i
pintes) s’ha de netejar amb etanol 70%
abans de I’electroforesi. Tots els gels
d’activitat s’han realitzat utilitzant
separadors de 0.75 mm.

. Es prepara un gel separador segons les
especificacions seguents:

. Es dispensa en un vas de precipitats I’aigua
i en un altre I’amortidor del gel separador
i la solucié d’acrilamida.

. En el vas de precipitat que conté I’aigua
es dissol el poli(C) (Pharmacia Biotech,
EUA) de manera que presenti una
concentracio final en el gel separador de
0.3 mg/mL. Cal tenir molta cura en pesar
el poli(C), utilitzant guant i pinces
préviament submergides en acid nitric
30% i eshandides en aigua destil-lada.

. Aquesta dissolucié s’incuba tapada amb
paper d’alumini en una estufa a 55°C
durant 10 minuts. Aquest pas facilita la
dissoluci6 del poli(C).

. Una vegada dissolt el poli(C), s’aboca
sobre el vas que conté la barreja de la
soluci6 d’acrilamida i I’amortidor del gel
separador.

. S’afegeixen les quantitats de TEMED i
persulfat amonic 10% que pertoquin i
s’agita suaument la soluci6 tot fent girar
el vas sobre una superficie plana.

S’aboca la dissolucié del gel separador en
el suport i s’hi afegeix amb una pipeta
Pasteur una fina capa d’aigua Milli-Q per
tal de facilitar la polimeritzacio i
permetre que el front del gel no es
deformi. Un cop polimeritzat s’elimina
I’aigua amb un paper secant.

. Es prepara el gel concentrador.

. Les mostres es preparen amb amortidor
d’aplicaci6 de mostres 4x.

. Les condicions d’electroforesi han estat

les mateixes que les d’una electroforesi
discontinua de poliacrilamida-SDS,
corriment a 20 mA fins a 5 minuts després
que el colorant blau de bromofenol surti
del gel.

6. Per revelar el gel:
a. S’eliminael SDS del gel submergint aquest

en amortidor Tris-HCI 10 mM,
isopropanol 20% (pH 8.0), amb agitacio
suau. Aquest rentat dura 15 minuts i es
realitza dues vegades, utilitzant 50-100
mL per a cada rentat.

. L’isopropanol s’elimina incubant el gel
en I’amortidor Tris-HCI 10 mM (pH 8.0)
en agitacié suau. Aquest rentant també
dura 15 minuts i es realitza dues vegades,
utilitzant 50-100 mL per a cada rentat.

. El gel s’incuba en amortidor Tris-HCI
0.1 M (pH 8.0) amb agitacié molt suau
per evitar al maxim la difusi6. El temps
d’incubacid va ser de 30 minuts.

Incubar el gel durant 10 minuts amb
agitacio, en amortidor Tris-HCI 10 mM
(pH 8.0).

. Els gels es tenyeixen per un periode de
10-15 minuts, submergint-los en una
dissolucié de blau de toluidina 0.1% (p/
V), Tris-HCI 10 mM (pH 8.0). Aquest

pas tenyeix el poli(C) que no ha estat
digerit.

f. S’elimina I’excés de colorant, per mitja
de rentar el gel amb aigua corrent, fent
diversos canvis fins a I’aparicié de les
zones o bandes d’activitat, que s’observen
com a zones clares en un entorn blau.

Alternativament, es poden observar les
bandes d’activitat col-locant el gel sobre
una placa de capa fina de cel-lulosa amb
indicador fluorescent F254 (Merck)
embolicada amb paper de plastic
transparent i il-luminant amb Ilum
ultraviolada de 254 nm mitjangant una
lampada de llum UV 6W (Sankio Denki).
Aquest sistema presenta I’avantatge que
permet seguir I’aparici6 de les bandes
d’activitat a mesura que aguestes es van
generant, passant a la tincié amb
toluidina quan creiem convenient,
evitant problemes d’excés de digestid.

DETERMINACIONS
ESPECTROFOTOMETRIQUES

Aquests estudis es van realitzar mitjangant
un espectrofotometre Hewlett Packard 8452
A (EUA) equipat amb una cambra de cubetes
termostatitzada i amb un detector tipus Diode
Array.
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Els parametres cinetics de les ribonucleases
utilitzant com a substrat C>p s’han
determinat pel métode espectrofotomeétric
de Crook i col. (1960) amb algunes
modificacions (Herries i col. 1962). En
aquest métode la hidrolisi del substrat C>p,
corresponent a la segona etapa del mecanisme
de catalisi de la ribonucleasa A, es mesura
seguint I’increment d’absorbancia a 296 nm
produit pel trencament de I’enllag ciclic i la
formaci6 de 3'-CMP. Les condicions d’assaig
foren les seglents:

Amortidor: Acetat sodic 0.2 M (pH 5.5)

Substrat: Es van assajar 8 dilucions de C>p
(Sigma Chemical Co., EUA) entre 0.1 i 3
mM en amortidor acetat sodic 0.2 M (pH
5.5). Les concentracions de les diferents
solucions es van comprovar a partir del
coeficient d’extincié molar del substrat C>p
a 268 nm: [}, =8650 Mcm™ (Wigler,1968).

2

Enzim: La concentracio final d’enzim fou
de 0.1 uM per tots els casos assajats.

Volum de reaccié: 1 mL de la reacci¢ de
substrat + 25 pl d’enzim. Les cubetes
utilitzades foren de quars, amb 1 cm de pas
de llum i 1 mL de capacitat.

Temps de reacci6: La reacci6 és lineal durant
3-5 minuts a partir dels 20-30 segons. Es

van prendre mesures de 300 segons.

Unitats: V_, en mM/min, K_en mM i k_ en
mint. Es va utilitzar I’increment d’absorcio
del 3'-CMP respecte al cCMP a 296 nm:

(g =516.4 M-icm™ (Arus, 1981).
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Els parametres cinétics es van determinar
també espectrofotomeétricament, utilitzant
poli(C) com a substrat, mitjancant el métode
de mesura de la disminuci6 d’absorbancia a
294 nm (B0ix,1993). La determinacid de
I’activitat utilitzant com a substrat el poli(C)
permet estudiar el mecanisme catalitic de
I'RNasa A enfront de substrats d’alt pes
molecular. Les condicions d’assaig es
descriuen a continuacio:

Amortidor: acetat sodic 0.2 M (pH 5.5)

Substrat: S’han assajat 8 dilucions de poli(C)
(Sigma Chemical Co., EUA) entre 0.1 i 2.5
mg/mL en amortidor acetat sodic 0.2 M (pH
5.5). Cal tenir molta cura al pesar el poli(C),
utilitzant guants i pinces préviament
submergides en acid nitric al 30% i esbandides
amb aigua destil-lada.

Temps de reaccid: La reaccio és lineal durant
2-3 minuts a partir dels 10-20 segons. Es
van prendre mesures de 160 segons.

Unitats: V. en disminucio d’Abs/min, K
en mg/mL i Rel. V. /[E]en % ([E] és la
concentracio6 final d’enzim).

Pel calcul dels parametres K i V ., tant en
els assajos amb poli(C) com amb C>p, es va
utilitzar el programa d’analisi ENZFITTER,
“A non-linear regression data analysis
program” (Leatherbarrow, 1987). Les
velocitats inicials es van calcular a partir de
la tangent a I’origen de la progressié cinética.

Modelatge de I’estructura
terciaria per ordinador

Es va utilitzar una estacio de treball de Silicon
Graphics (model INDY, EUA) amb un
processador R4000 a 100 MHz i amb el
sistema operatiu IRIX 5.2.

SUBSTITUCIONS DE RESIDUS

Per tal de modelar I’estructura terciaria de
les variants de I’RNasa A, es va emprar
d’entrada el programa TURBO-FRODO
versio 5.5 (Roussel i Cambilleau, 1989).
Aquest possibilita la visualitzacié de grafics
a partir d’un arxiu de dades (anomenat Heap
File), el qual pot incloure dades de
cristal-lografia de raigs X, de ressonancia
magnetica nuclear o de modelats



d’estructures tridimensionals. En aquest
treball es van emprar les dades
cristal-lografiques de I’RNasa A (codi
PDB:7rsa) (Wlodawer i col. 1988), per bé
que amb exclusié de les molécules d’aigua.
Amb el mateix programa, es van reemplacar
els residus d’interés i es van generar les
coordenades dels models (fitxers pdb) de les
proteines variants estudiades en aquest
treball.

MINIMITZACIO D’ENERGIA

Una vegada obtingudes aquestes coordenades
per cadascuna de les proteines modificades,
aixi com les de la proteina salvatge, es van
reajustar les seves distancies intramoleculars
per tal de trobar I’estructura més estable (és
a dir, de minima energia lliure). Es va
permetre, en simulacié per ordinador per
mitja del programa GROMOS (Groningen
Molecular Simulations, 1991), que
I’estructura del model de cada proteina
variant experimentés un nimero molt elevat
de petites permutacions de la seva
conformacié mitjangant la rotaci6 al voltant
dels enllagos individuals (10 processos
d’optimitzacio, els quals cotnenen cadascun
1000 passos de minimitzacié d’energia).

TRANSFORMACIO DE LES
COORDENADES OPTIMITZADES A
FORMAT PDB | ANALISI DEL MODEL
GENERAT

A fi de poder visualitzar el modelat de
I’estructura terciaria de les proteines variants
mitjancant el programa TURBO-FRODO,
les coordenades moleculars optimitzades
d’aquestes proteines es van transformar de
nou en format pdb amb el programa XAM
(Xia, 1992). A més, el programa XAM va
permetre estimar I’area accessible al solvent
a partir dels models optimitzats de les
proteines.
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