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Abreviaturas:

Al Antes de inducir
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D.O Densidad o6ptica
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il)metilmetanosulfonotioato

PA Pellet de agua

PS Pellet de sacarosa

RMN Resonancia Magnética Nuclear

SA Sobrenadante de agua

SC Sobrenadante del cultivo celular después de la primera centrifugacion
SDSL-EPR Técnica de EPR de etiquetas de spin sitio dirigido
SS Sobrenadante de sacarosa

ThT Tioflavina T

m Temperatura de fusion

43 Dominio variable



indice

[T [T =R 4
SIS 1 U 11 41T o DO TP UPPT PP 6
R 1] 8 g Lo 18 Lo o] o] o LA PSSR 7
1.1 Enfermedades conformacionales. ...........oovi oo 7
A N 0 11 (o ][0 [0 XS S UUPPPPPPPPPRRPT 7
1.3 1INmMuNoglobUlINGS. ...cooie 8
1.4 10NES MELAIICOS. coiiiiiieiiiiii e e e e e e e e s e e e e e e e e eeeeeennennns 9
2.- ANTECEARNTES: ... e e e e e e et et bbb e e e e e e e e e e eeeees 11
2. 1 Amiloidosis de cadena lIgera. .......uuuuuuiiiiiii e 11
2. 2 Proteina 6aJL2-R24G. .......cooiiiiiiiee e 11
TN 11 1] 11 o= o] o P PPUPPPPRR 14
R L 010} (=] £ 16
T @ o] 1= A7 0 = S PSPPSR 16
I RO oY= LYo I o 1T g T=T = | RPN 16
5.2 ODbjetivos €SPECITICOS: vt 16
I |V [ (oTe [o] (o o | - VPP PSSPPPPPPPPPPN 17
6.1 Transformacion y SObreexpreSion.......cccoovveeeiiiii e 17
6.2 Lisado Yy PUFIfiCACION. ..oooiiiiii et 17
6.3 Marcaje de la proteina DM-CYS. ......ccoviiiiiiieeeeeiee e 18
6.4 EPR del marcaje de la DM-CyYS.........uuuiiiiiiiieeeeeei e 18
6.5 Estabilidad térmica ... 18
6.6 Cinética de formacion de fibras amiloides. ..., 18
6.7 Determinacion de estructura SECUNdaria. ..........ooeuvvvvvvviiiiiieee e 19
7.- RESUITATOS. ettt e e et e e e e e et e e e e eenees 20
7.1 DM-CYS VS CU(I). ettt ettt e e e e e e e e e e e e eneananans 20
Sobreexpresion, liSiS Y PUTIfiICACION. ... 20

Estructura secundaria de la proteina DM-Cys en ausenciay presencia de Cu(ll). .21

7.2 R24G vs Zn(I1): DM-HIS VS ZN (). ceetiiiiiiiiiiiieee e 23
Purificacion de las proteinas R24G Yy DM-HIS ......ccocoiiiiinininieiieneeeese e 23
Efecto del Zn(ll) en la estabilidad térmica de las proteinas R24G y DM-His.............. 26

Estructura secundaria de las proteinas R24G y DM-His en ausenciay presencia de
4 0 (1) TSSOSO RRRPRPRPRRN 26



Cinética de formacién de fibras amiloides de las proteinas R24G y DM-His en

ausenciay presencia de ZN(11) ... et enes 28

ST B TS Tod U £ o ] o [P PPUPPPPPR 30
8.1 DM-CYS VS CU(I). ettt e e e e e e e e e 30
8.2 R24G Y DM-HIS VS ZN(I1)eruriiiiieiiiie ettt e e e e e e e eanaes 31
0.- CONCIUSIONES. ..ot e et e e e e e aaa e e e eeenens 33
10.- PeISPECTIIVAS. ..ttt e ettt aaeaeeees 33
i o= (= =] [od - PP 34



Resumen:

La amiloidosis incluye un grupo de enfermedades complejas que son causadas por el
plegamiento incorrecto y la agregacion de proteinas en fibras amiloides altamente
ordenadas que se depositan en diversos tejidos, provocando pérdida de funcion
celular y muerte. La Amiloidosis de cadena ligera es una de las formas mas comunes
de amiloidosis sistémica y se caracteriza por el depésito extracelular de fragmentos
fibrilares, compuestos principalmente por cadenas ligeras de inmunoglobulinas. Se ha
reportado que las cadenas ligeras A estan mas sobreexpresadas en la enfermedad y
un del 30% de los casos asociados a ésta corresponden a la linea germinal 6a. Dentro
de este porcentaje, un 25% de los casos presentan una mutacion donde la Arginina
24 es sustituida por una Glicina; esta mutacion disminuye de la estabilidad de la
proteina y la hace mas propensa a formar fibras amiloides. A pesar de que no se
conoce el mecanismo exacto por el que las cadenas ligeras forman las fibras
amiloides, se ha propuesto la participacibn de un intermediario parcialmente
desplegado, sin embargo, éste aun no ha sido caracterizado. Por otra parte, se ha
reportado que los iones metélicos como el Zn(ll) y el Cu(ll) juegan un papel muy
importante en la agregacion de proteinas involucradas en otras amiloidosis.

Para estudiar los posibles intermediarios que llevan a la formacion de fibras amiloides
se construy6 una doble mutante de la proteina 6aJL2-R24G, en la cual las serinas 26
y 57 fueron sustituidas por cisteinas. Posteriormente, estas cisteinas fueron marcadas
con una etiqueta paramagnética para llevar a cabo estudios de EPR y determinar
estos intermediarios. Antes de realizar estos experimentos se debe analizar si el
marcaje y las sustituciones inducen cambios significativos en las caracteristicas
termodindmicas de la proteina. En este trabajo se sobreexpresé, purificé y marcoé la
doble mutante de cisteinas de la proteina y se evaluaron por dicroismo circular los
cambios en estructura secundaria en ausencia y presencia de Cu(ll). Por otra parte,
usando varias técnicas espectroscopicas, se estudidé el efecto del zn(ll) en la
agregacion de las proteinas 6aJL2-R24G y el papel de las histidinas en la interaccion
con Zn(ll).



1.- Introduccion:

1.1 Enfermedades conformacionales.

Todos los organismos vivos estan formados por células, las cuales se construyen,
entre otras cosas, a partir de elementos denominados macromoléculas(Alberts, et al.,
2015). Una de las cuatro principales familias de macromoléculas son las proteinas,
moléculas muy complejas que se caracterizan por estar involucradas en
practicamente todos los procesos de la vida de los organismos biolégicos (Kessel &
Ben-Tal, 2018). Algunas de estas moléculas tienen estructuras tridimensionales muy
bien definidas que corresponden a las estructuras termodinamicamente mas estables
en condiciones fisiologicas. En estos casos, sélo las proteinas correctamente
plegadas tienen estabilidad a largo plazo y son capaces de interactuar selectivamente
con sus blancos biolégicos (Dobson, 2003). Sin embargo, hay otro grupo de proteinas
gue son capaces de tener actividad bioldgica sin tener una estructura tridimensional
definida en solucidon; a éstas se les conoce como proteinas intrinsecamente
desordenadas. Los estados conformacionales en los que se pueden encontrar las
proteinas involucran una serie de equilibrios termodinamicos y cinéticos que estan
regidos por las secuencias de aminoacidos y ciertas condiciones celulares. Sin
embargo, aunque las secuencias de aminoacidos y los entornos bioldgicos en los que
los péptidos y proteinas son biolégicamente activos han coevolucionado para
mantenerlos en sus estados solubles, en algunas circunstancias pueden convertirse
en agregados de proteinas no funcionales y potencialmente dafiinos (Chiti & Dobson,
2017).

Las enfermedades conformacionales surgen cuando péptidos o proteinas especificas
experimentan un cambio en su estructura secundaria o terciaria, provocando que se
agreguen y depositen en diversos tejidos o compartimentos celulares (Kopito & Ron,
2000). Estos agregados son toxicos para las células, sin embargo, el mecanismo
exacto que les confiere esta toxicidad aun no esta del todo claro (Kessel & Ben-Tal,
2018). Las manifestaciones patoldgicas de este grupo de enfermedades son muy
variadas y dependen de la proteina involucrada (Surguchev & Surguchov, 2010). Una
gran cantidad de los depdsitos asociados a enfermedades conformacionales
consisten en fibras amiloides (Chiti & Dobson, 2017). También existen muchas
enfermedades conformacionales donde se forman agregados no amiloides
(REFERENCIA), incluso existen estas enfermedades en las cuales no se forman
agregados de proteinas, por ejemplo la fibrosis quistica (Bell, y otros, 2020).

1. 1 Amiloidosis.

El término amiloidosis se refiere a un grupo de enfermedades que se originan por la
deposicion, en la mayoria de casos, extracelular, de fibras amiloides, un material
fibrilar insoluble y toxico derivado de proteinas precursoras que se auto-ensamblan,
en la mayoria de los casos reportados hasta la fecha, en forma de manojos de
proteinas con conformacién de hoja B altamente ordenada (Merlini, G., & Bellotti, V,
2003; Wechalekar, A. D., Gillmore, J. D., & Hawkins, P. N, 2016). Estos agregados se
pueden localizar en tejidos especificos o pueden depositarse en multiples tejidos del
cuerpo, a este ultimo caso se le conoce como amiloidosis sistémica (Merlini, et al.,
2018).

Se han propuesto dos mecanismos de fibrilizacion dependiendo del tipo de proteina
involucrada. Para el caso de las proteinas con estructuras tridimensionales bien
definidas, se propone que la agregacion requiere de la aplicacion de alguna condicion
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desnaturalizante que favorezca la formacion de intermediarios parcialmente
desplegados, mientras que para las proteinas intrinsecamente desordenadas se
plantea un primer paso de estabilizacién de la cadena peptidica donde se forme un
intermediario parcialmente plegado que permita interacciones intermoleculares
especificas que permitan la oligomerizacion y posterior fibrilizacion (Uversky,
Fernandez, & Fink, 2006).

Cada enfermedad amiloide involucra la agregacion de una proteina especifica 'y, a la
fecha, se han identificado mas de 30 proteinas amiloidogénicas entre las que se
encuentran las proteinas AB, Tau, Prion, y las cadenas ligeras de inmunoglobulina,
entre otras (Sipe, et al., 2016). Sin embargo, se ha demostrado que, in vivo, el proceso
es mucho mas complejo, ya que se incorporan otros componentes como
carbohidratos, ligandos y otras proteinas (Dobson, 2003).

Aunque las proteinas que causan estas enfermedades son muy diferentes, tanto en
funcion como en estructura primaria, sus agregados guardan ciertas caracteristicas
en comun. Entre estas caracteristicas se encuentra la morfologia de los agregados, la
cual es de fibras largas no ramificadas con diametros que van de 7 a 13 nm. Se forman
por la union de 2 a 8 protofilamentos, cada uno con diametros que van desde los 2
hasta los 7 nm, que se tuercen entre si o se asocian de manera lateral (Chiti & Dobson,
2017). Ademas, estas fibras tienen la capacidad de unirse a moléculas como la
Tioflavina T (ThT) y el Rojo Congo (Dobson, 2003; Sipe, et al., 2016; Wechalekar,
Gillmore, & Hawkins, 2016). EI ThT es un fluoréforo que se une con alta especificidad
a las fibras amiloides e incrementa su intensidad de florescencia. Por lo tanto, este
fluoréforo es una herramienta muy util para estudiar la cinética de formacion de fibras
amiloides (Sulatsky, et al., 2020).

El nucleo o centro de las fibras parece estabilizarse principalmente por puentes de
hidrégeno entre el grupo amino y el grupo carboxilo de la cadena principal del
polipéptido. Como la cadena principal es igual en todos los polipéptidos, esto podria
explicar porque la morfologia antes mencionada es comun en todos los agregados, a
pesar de que las proteinas precursoras tengan estructuras primarias diferentes
(Dobson, 2003; Merlini, G., & Bellotti, V, 2003).

El proceso de formacion de las fibras amiloides parece seguir un patron en todos los
casos. Al inicio, la proteina en su estado nativo sufre un cambio conformacional que
la lleva a un plegamiento no funcional o incorrecto, lo cual hace que asuma una
conformacion amiloidogénica parcialmente plegada. En este punto, las condiciones
celulares no favorecen la formacion de fibras amiloides, sin embargo, cuando la
cantidad de proteina mal plegada llega a una concentracion especifica, se forma un
nucleo fibrilar critico, el cual cataliza la formacién de agregados y favorece el
desarrollo de las fibras amiloides (Merlini, et al., 2018).

1.3 Inmunoglobulinas.

Los anticuerpos son proteinas sintetizadas y secretadas unicamente por los linfocitos
B y pertenecen a una gran familia de proteinas conocidas como inmunoglobulinas
(Alberts, et al., 2015). Las inmunoglobulinas estan formadas por dos cadenas pesadas
y dos cadenas ligeras idénticas. Cada uno de estos componentes contiene una region
variable en el N- terminal y una regién constante en el C-terminal. Cada una de estas
regiones esta compuesta por 110-130 aminoacidos aproximadamente (Schroeder Jr
& Cavacini, 2010), los cuales se pliegan independientemente y forman unidades
compactas denominadas dominios de inmunoglobulina. La estructura tridimensional
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de estos dominios consiste en un sandwich de dos laminas 3 unidas por un puente
disulfuro (Alberts, et al., 2015).

Los vertebrados superiores tienen dos clases diferentes de cadenas ligeras (LC), las
kappa (k) y las lambda (A) (Alberts, et al., 2015). Cualquiera de estas dos se forman
por la union de tres segmentos: el segmento variable (V), el segmento de unién (J) y
el segmento constante (C). Se estima que hay 40 genes kK y 33 genes A disponibles
para formar el dominio variable de estas proteinas y, ademas, 5 genes de unién kappa
y 4 genes de unién lambda (Ramirez-Alvarado, 2012). S6lo hay un exén que codifica
para el segmento constante en las cadenas ligeras tipo kappa, mientras que para las
lambda, hay 4 exones, los cuales se encuentran asociados a su propio segmento de
union (Schroeder Jr & Cavacini, 2010).

El segmento del gen variable contiene su propio promotor, un exon lider, un intrén, un
exén que codifica para las tres regiones marco (FR1, FR2 y FR3 por sus siglas en
inglés), las regiones determinantes de complementariedad 1 y 2 (CDR por sus siglas
en inglés) completas y la seccién N-terminal del CDR3, y una secuencia sefal de
recombinacién. Por otra parte, cada segmento del gen de unidon comienza con una
sefal de recombinacion, seguida de la seccion C-terminal del CDR3 y el FR4 completo
(Schroeder Jr & Cavacini, 2010). Juntos, el producto del gen variable y el de union,
forman el domino variable (VL) de la proteina. Las tres regiones hipervariables o CDR
son las encargadas del reconocimiento del antigeno, mientras que las regiones marco
se encargan de mantener la integridad estructural de la molécula (Solomon & Weiss,
1995).

Se ha reportado que las inmunoglobulinas o sus subunidades se encuentran en todos
los tipos de agregados proteicos, incluyendo los agregados de tipo amiloide
(amiloidosis de cadena ligera), agregados no amiloides (enfermedad por depésito de
cadena ligera) y agregados native-like (enfermedad de Berger) (Chiti & Dobson, 2017).

1.4 lones metalicos.

Los iones metalicos como el Co(ll), Zn(ll), Fe(ll), Mg(ll), Cu(ll), entre otros, constituyen
elementos integrales en algunas proteinas. Estos iones se encuentran haciendo
complejos con proteinas como la ceruloplasmina, albumina, transcupreina, entre otras
(Pelaez-Aguilar, 2021) y son una pieza clave para su correcto funcionamiento. La
concentracion requerida de estos iones metalicos en el organismo es muy pequefa,
sin embargo la falta de éstos lleva a diversas condiciones patoldgicas (Kessel & Ben-
Tal, 2018). La forma en que encontramos a estos componentes en las células siempre
es en forma idnica aunque el estado de oxidacion de éstos puede variar. Normalmente
encontramos a estos iones asociados a proteinas, ya sea que se unan directamente
0 que se encuentren como cofactores (Bertini, Gray, Lippard, & Valentine, 1994). Los
atomos a los que normalmente se unen estos iones metalicos son oxigeno, nitrégeno
o azufre; dentro de las proteinas estos donadores son provistos por amidas, el extremo
amino y cadenas laterales de aminoacidos como las histidinas, el aspartato,
glutamato, metioninas o cisteinas (Quintanar & Rivillas-Acevedo, 2013).

El Cu(ll) estad involucrado en diversos procesos bioldégicos como la defensa
antioxidante, la respiracion celular, la sintesis de melanina, procesos hormonales y de
neurotransmision, entre otros (Nordberg, Fowler, & Nordberg, 2015). El Zn(ll), al igual
gue el cobre, esta involucrado en diversos procesos celulares entre los que se
encuentran la replicacion del DNA vy transcripcion, estabilizacion de membranas

9



celulares, respuesta inmune, muerte celular programada, entre otras (Kessel & Ben-
Tal, 2018).

A pesar de tener un papel muy importante en el funcionamiento proteinico, se ha
reportado que en varias enfermedades conformacionales la agregaciéon de las
proteinas se ve afectada por la presencia de iones metalicos, incluyendo las
enfermedades pridnicas (Jobling, y otros, 2001), el Alzheimer (Miura, Suzuki, Kohata,
& Takeuchi, 2000), el Parkinson (Uversky, Li, & Fink, 2001); (Binolfi, y otros, 2006) y
la diabetes mellitus tipo Il (Rivillas-Acevedo, Sanchez-Lépez, Amero, & Quintanar,
2015).
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2.- Antecedentes:

2. 1 Amiloidosis de cadena ligera.

La amiloidosis de cadena ligera (AL) es una de las formas mas comunes de
amiloidosis sistémica. Esta enfermedad se caracteriza por el depdsito extracelular de
fragmentos fibrilares compuestos principalmente por cadenas ligeras de
inmunoglobulinas o, mas comunmente, por fragmentos del dominio variable de estas
proteinas (Solomon & Weiss, 1995).

El evento patoldgico inicial que lleva al desarrollo de AL es la proliferacion anormal de
linfocitos B en la médula 6sea. Estas células secretan a la sangre niveles elevados de
LC monoclonales (Blancas-Mejia, et al., 2018), las cuales se pliegan de manera
incorrecta y se depositan en forma de fibras amiloides, las cuales progresivamente
llevan al dafno de 6rganos y tejidos del cuerpo (Sharpley, et al., 2019).

Al ser un tipo de amiloidosis sistémica, las manifestaciones clinicas de la enfermedad
son muy variadas, debido a que todos los 6rganos pueden verse afectados, con la
Unica excepcion del sistema nervioso central. Los dafios renales son los mas
frecuentes, ya que se observan en dos tercios de los pacientes en el diagnostico
(Desport, et al., 2012)

Aunque hay muy pocos datos epidemioldgicos de la enfermedad, se estima que tiene
una incidencia de 1 caso por cada 100,000 personas en paises occidentales (Merlini
& Bellotti, 2003). De estos casos, se ha observado que la enfermedad es mas comun
en hombres que en mujeres y que la edad media de los pacientes diagnosticados es
de 65 anos (Desport, et al., 2012).

Solo una porcién de las cadenas ligeras de inmunoglobulina es amiloidogénica en
condiciones fisiologicas y hay ciertas caracteristicas estructurales que estan mas
relacionadas con la amiloidogenicidad (Merlini & Bellotti, 2003). La susceptibilidad que
tienen los dominios variables de estas proteinas para formar fibras amiloides in vitro
parece estar inversamente relacionada con su energia libre de desplegamiento. Esto
sugiere que las interacciones, tanto estabilizantes como desestabilizantes, dentro del
dominio pueden influir en la cinética de formacion de fibras amiloides (Ramirez-
Alvarado, 2012).

En la AL, se ha reportado que las cadenas ligeras A estan sobreexpresadas en
comparacion con las cadenas k. Los individuos que padecen esta enfermedad tienen
una relacion Ak de 3:1, mientras que en los individuos sanos es de 1:2. Ademas de
esto, se ha observado que ciertas lineas germinales estan mas sobreexpresadas en
la enfermedad, una de ellas es la AVI. Dentro de esta familia, el 30% de los casos de
AL contienen a la linea germinal AVI 6a (Ramirez-Alvarado, 2012).

2. 2 Proteina 6aJL2-R24G.

Una de las proteinas estudiadas para entender mejor la AL es la cadena ligera A 6aJL2.
Esta proteina se compone de la secuencia codificada por la linea germinal 6a y el
segmento de uniéon JL2. Se seleccioné este segmento de unidén porque se ha
reportado que es el mas utilizado por las células plasmaticas en la AL, incluyendo las
que secretan la cadena ligera A6 (del Pozo Yauner, et al.,, 2008). Ademas, se ha
reportado que aproximadamente un 25% de los casos de AL asociados a proteinas A6
presentan una mutante donde la Arginina en la posicion 24 es sustituida por una
Glicina (R24G). Esta unica mutacion hace que la proteina sea termodinamicamente
mas inestable y que forme fibras amiloides in vitro mas rapidamente que la 6aJL2 (del
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Pozo Yauner, et al., 2008; Gonzalez-Andrade, et al., 2013). Esto la hace un excelente
modelo de estudio.

La estructura de la proteina 6aJL2-R24G se muestra en la Figura 1. La proteina
contiene ocho hebras B, las cuales se empaquetan entre ellas y forman dos hojas 8
antiparalelas. Una de ellas se forma por las hebras A (aminoécidos 3 a 12), B (17 a
23), D (63 a67)yE (72 a 78). La otra hoja esta conformada por las hebras C (34 a
39), C’ (46 a 50), F (87 a 94) y G (100 a 110). Estas se unen entre si por un puente
disulfuro entre la cisteinas 22 y 91. Las tres CDR’s contienen los residuos 24 a 34 en
la CDR 1,50a56 enlaCDR 2y9a95enlaCDR3 (Rudifio-Pifiera, Pelaez-Aguilar,
Amero, & Diaz-Vilchis, 2019; Maya-Martinez, Gil-Rodriguez, & Amero, 2015; Luna-
Martinez, y otros, 2017).

ay
10
Figura 1 Estructura de la proteina 6aJL2-R24G (5JPJ). La proteina se forma por ocho hebras B que se
empaguetan para formar dos hojas B antiparalelas. La primera se forma por la hebra A (azul), B (rojo),
D (naranja) y la E (amarillo), mientras que la segunda se forma por las hebras C (verde), C’ (rosa), F

(morado) y G (lima). Estas dos hojas se unen entre si mediante un puente disulfuro entre la cisteinas 22
y 91 (morado). Ademas la proteina tiene un triptéfano en la posicién 36 (verde).

Otra caracteristica estructural de esta proteina es un triptéfano conservado en la
posicidén 36 (Rudifio-Pifera, Pelaez-Aguilar, Amero, & Diaz-Vilchis, 2019), muy cerca
del puente disulfuro. La cercania del triptéfano con el puente disulfuro apaga su
fluorescencia intrinseca, por lo tanto, la proteina no presenta emisién de fluorescencia
en su estado nativo (Gonzalez-Andrade, et al., 2013).

Existen muy pocos reportes del efecto de iones metalicos en la amiloidosis de cadena
ligera. Sin embargo, en el afio 2001, Davis y colaboradores reportaron que la proteina
SMA formaba agregados en presencia de Cu(ll). La proteina SMA es una cadena
ligera derivada de pacientes con AL y forma fibras amiloides in vitro, sin embargo, los
agregados que forma en presencia del Cu(ll) son granulares, presentan alta turbidez
entre longitudes de onda de 305 a 600 nm y no se unen a ThT (Davis, et al., 2001).
Adicionalmente, se ha reportado la interaccién de metales con la B2-microglobulina
(B2m), una proteina involucrada en amiloidosis relacionada a dialisis. Esta proteina
presenta una alta homologia en estructura terciaria con las cadenas ligeras de
inmunoglobulina. Se ha evaluado el efecto de diversos iones metalicos en su
agregacion y se ha observado que el Cu(ll) induce la formacion de fibras amiloides, el
Zn(ll) induce la formacion de oligdmeros no amilodes y el Ni(ll) no induce agregaciéon
de la proteina (Borotto, Zhang, Dong, Burant, & Vachet, 2017) (Dong, y otros, 2014).

En un estudio reciente de mi grupo de trabajo se reporto que el Cu(ll) también puede
interactuar con la proteina 6aJL2-R24G y que su interaccion acelera la formacion de
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fibras amiloides de la proteina y hace que ésta sea menos estable. Después de
realizar experimentos de calorimetria y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para
identificar los sitios de unién a cobre, se concluy6 que la proteina tiene dos sitios de
unidon de moderada afinidad, alrededor de las histidinas 99 y 8 (Pelaez-Aguilar, et al.,
2020). Se propuso que la desestabilizacion de la proteina se debe a la pérdida de
interacciones entre los dominios CDR3 y CDR1, cuando el Cu(ll) se une a la histidina

99, haciendo que la proteina sea mas propensa a formar fibras amiloides. (Pelaez-
Aguilar, et al., 2020).
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3.- Justificacion.

Se ha reportado que la proteina en estado nativo o completamente desplegado no
forma agregados fibrilares. Es por eso que se sugiere la participacion de
intermediarios parcialmente desplegados para la formacion de las fibras amiloides, sin
embargo, los cambios conformaciones que conducen a estos intermediarios aun no
han sido caracterizados (Valdés-Garcia, G., Millan-Pacheco, & Pastor, 2017).

La espectroscopia es un campo que nos puede dar mucha informacién estructural
sobre alguna proteina de interés. Entre los métodos disponibles se encuentra la
Resonancia Paramagnética Electronica (EPR por sus siglas en inglés). En esta
técnica, particulas subatémicas (electrones) con un spin magnético se someten a un
campo magnético externo, y el spin de cada particula se alinea paralela o
antiparalelamente con respecto al campo. La particula subatomica que se sigue por
EPR son electrones desapareados, sin embargo, las proteinas normalmente no
contienen electrones desapareados; es por eso que se deben etiquetar con alguna
molécula que si los tenga (Kessel & Ben-Tal, 2018). Se han desarrollado diversas
etiquetas de nitroxido para su uso en aplicaciones bioquimicas. Este tipo de etiquetas
se eligen ya que son estables en condiciones fisioldgicas y no inducen mayores
perturbaciones en los sistemas bioldgicos (Melanson, Sood, & Tordk, 2013).

En 1989 se establecio la técnica de EPR de etiquetas de spin sitio dirigido (SDSL por
sus siglas en inglés), gracias a la cual se puede medir la distancia entre multiples
etiquetas de spin. Sin embargo, para poder desarrollar esta técnica en proteinas, los
residuos donde se planea colocar estos marcadores deben ser reemplazados por
cisteinas. La proteina 6aJL2-R24G contiene dos residuos de cisteinas, los cuales se
encuentran haciendo el puente disulfuro que une a las dos hojas B y son muy
importantes para mantener la estructura terciaria de la proteina (Rudifio-Pifiera,
Pelaez-Aguilar, Amero, & Diaz-Vilchis, 2019). Por lo tanto, para estudiar los posibles
intermediarios que participan en la formacién de fibras de la proteina 6aJL2-R24G por
SDSL-EPR, se construy6 la mutante 6aJL2-R24G/S26C/S57C (DM-Cys) (Figura 2),
en la cual las serinas en las posiciones 26 y 57 fueron sustituidas por cisteinas. Se
eligieron estos aminoacidos porque ambos se encuentran en la superficie de la
proteina y la distancia entre ellos es de aproximadamente 4 nm. Esta distancia esta
en el rango ideal de trabajo de la técnica de SDSL-EPR, el cual esta entre 2 y 20 nm.
Antes de realizar estudios conformacionales, es deseable evaluar el efecto que tienen
las sustituciones y el marcaje con MTSL en la estabilidad de la proteina. Es por eso
qgue en este trabajo se estudiaron algunas caracteristicas fisicoquimicas de la proteina
DM-Cys marcada con MTSL, y ademas se evalué el efecto de la interaccion con Cu(ll).
Ademas de todo lo anterior, hasta la fecha se conoce muy poco del efecto de otros
iones metalicos en la agregacion de la proteina 6aJL2-R24G. Por lo tanto, se evalud
el efecto de Zn(ll) en la agregacion de la proteina 6aJL2-R24G. Como se explicod
anteriormente, el Cu(ll) se une a las Histidinas 99 y 8 de la proteina. El Zn(Il) también
tiene alta afinidad por este aminoacido, por lo tanto se decidié evaluar el efecto del
Zn(ll) en la proteina 6aJL2-R24G y en la variante 6aJL2-R24G/H8S/dH99 que por
simplicidad la nombraremos DM-His. En esta mutante la Histidina 8 fue reemplazada
por una Serina y la Histidina 99 fue eliminada ya que esta muy poco conservada entre
las cadenas ligeras 6aJL2 reportadas en ALBase.
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Figura 2. Estructura 3D de la proteina 6aJL2-R24G/S26C/S57C. En color amarillo se
muestran las cisteinas 26 y 57. La proteina se obtuvo por modelado por homologia
usando el servidor SWISS-MODEL (Guex & Peitsch, 2003)
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4.- Hipotesis.

Las mutaciones S26C y S57C en la proteina 6aJL2-R24G, ademas del marcaje con
MTSL no afectan la estructura secundaria, ni en la capacidad de la proteina para
formar fibras amiloides.

La union de Zn(ll) a la proteina 6aJL2-R24G induce cambios conformacionales que
disminuyen su estabilidad y aumentan su amilodogenicidad.

5.- Objetivos.

5.1 Objetivo general:

Evaluar las consecuencias termodinamicas de marcar a la proteina DM-Cys con
MTSL.

Evaluar el efecto del Zn(ll) en la estabilidad térmica y en la agregacioén de las proteinas
6aJL2-R24G y DM-His.

5.2 Objetivos especificos:

e Sobreexperesar y purificar las proteinas 6aJL2-R24G, DM-Cys y DM-His

e Estudiar la estabilidad térmica de las proteinas 6aJL2-R24G y DM-His en
presencia y ausencia de Zn(ll)

e Estudiar la estabilidad térmica de la proteina DM-Cys

e Evaluar la cinética de formacion de fibras amiloides de las proteinas 6aJL2-
R24G y DM-His en presencia y ausencia de Zn(ll)

e Evaluar la cinética de formacion de fibras amiloides de la proteina DM-Cys en
presencia y ausencia de Cu(ll)

e Analizar el cambio en la estructura secundaria de las proteinas 6aJL2-R24G y
DM-His inducido por la unién a Zn(ll)

e Analizar el cambio en la estructura secundaria de la proteina DM-Cys inducido
por la unién a Cu(ll)
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6.- Metodologia.

6.1 Transformacion y sobreexpresion.

Se transformo la cepa BL21-DE3 de E. coli con plasmidos pET-27b que contenian las
proteinas 6aJL2-R24G, DM-Cys y la DM-His. La transformacion se llevo a cabo por
choque térmico colocando las células con el plasmido a 42°C por 90 segundos, e
inmediatamente después se pasaron a hielo por 2 minutos. Transcurrido ese tiempo,
se anadié 1 mL de medio YT2x y se incubaron a 37°C por 1 hora a 250 rpm.
Después, las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante un minuto para
sedimentar las células, se descarté el sobrenadante y se tomaron 50 pL del boton. Se
sembraron en una caja Petri con medio de cultivo LB adicionado con 60 pg/mL de
kanamicina. Una vez sembradas, se incubaron a 37°C toda la noche, cuidando de no
exceder las 16 horas.

Para la sobreexpresidon, se selecciond una colonia bacteriana transformada y se
inoculé en medio de cultivo YT2x con 60 pg/mL de Kanamicina. Se dejo incubar a
37°C y 200 rpm hasta que se alcanzé una densidad 6ptica (D.O) de 0.8 a 600 nm. Se
indujo la sobreexpresion de la proteina con 1mM de Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), se dejo incubar 14 horas para las proteinas 6aJL2-R24G
y DM-His y 18 horas para la proteina DM-Cys a temperatura ambiente y agitacion a
150 rpm.

6.2 Lisado y purificacién.

El lisado se llevo a cabo por choque osmdtico. Primero las células se centrifugaron a
4200 rpm y 4°C por 20 min. Se elimind el sobrenadante y el botén se resuspendio
gentilmente con una solucion de sacarosa al 20%, 100 mM de Tris pH 8.0 y 1mM de
EDTA vy se dej6 incubar a 4°C por 20 minutos. Se centrifugé a 8000 rpomy 4°C por
20 minutos, se desecho el sobrenadante y se resuspendio el botén suavemente en
agua fria y se dejé incubar a 4°C por 20 minutos. Por ultimo se centrifugé a 12,000
rom, 4°C por 40 min. La proteina se encontrara en el sobrenadante de este ultimo
paso, por lo que se filtré en una membrana con poro de 0.22 ym. Después de todo el
proceso de lisis, el extracto de proteinas se concentrd en un amicén con corte de 3kDa
centrifugando a 3500 rpm y 4°C por el tiempo que sea necesario hasta que se alcance
un volumen final de 10 mL.

Los extractos de las proteinas 6aJL2-R24G y DM-His se cargaron en una columna de
intercambio aniénico, Q-sefarosa, con buffer MES 10mM, NaCl 75mM pH 7.4 y se
eluyeron con un gradiente lineal que paso de 0 a 100% de buffer MES 10mM NaCl 1M
pH 7.4. Se siguié la absorbancia de cada fraccibn a 280nm. Para confirmar la
presencia de la proteina se realizd una electroforesis SDS-PAGE con gel de
poliacrilamida al 14%.

Se juntaron todas las fracciones que contenian a la proteina y se pasaron por una
columna de exclusién molecular Superdex 200 con buffer MES 10mM NaCl 75mM pH
7.4 y se siguio la absorbancia de cada fraccion a 280 nm para determinar en cual se
encuentra la proteina. Se comprobd la pureza de la proteina con electroforesis SDS-
PAGE usando geles de poliacrilamida al 14%. Por ultimo, se determind la
concentracion de la proteina usando el coeficiente de extincion molar a 280 nm (e=
14565 M-1cm-1).
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La proteina DM-Cys sélo se purificé por la columna de exclusion molecular con las
mismas condiciones descritas arriba. Las fracciones que contenian la proteina se
pasaron por un centricon con corte en 30kDa, centrifugando a 3500 rpom y 4°C por el
tiempo que sea necesario hasta que el volumen del concentrado llegara a 1 mL. Este
paso se afadié para obtener la proteina en estado monomeérico lo mas pura posible.
Posteriormente se corrio una electroforesis SDS-PAGE usando geles de
poliacrilamida al 14% para confirmar la presencia de la proteina y se determiné la
concentracion de la proteina usando el coeficiente de extincion molar a 280 nm (e=
14565 M-1cm-1).

6.3 Marcaje de la proteina DM-Cys.

El marcaje de la proteina se realiz6 con 3 equivalentes del reactivo MTSL disuelto en
DMSO. La mezcla se incuba a 4°C con agitacion orbital suave por 4 horas.
Posteriormente, se lava la proteina por un amicon con corte de 3kDa para remover el
exceso de MTSL.

6.4 EPR del marcaje de la DM-Cys.

Para evaluar el marcaje de la proteina, se corrié un espectro de EPR a temperatura
ambiente de 2769 a 4269 Gauss, con una ganancia de 1 x 10% frecuencia de
modulacion de 100,000 kHz y una amplitud de modulacién de 2 Gauss.

6.5 Estabilidad térmica.

Como se menciond anteriormente, las tres proteinas tienen en su estructura un
triptéfano conservado en la posicion 36. La fluorescencia intrinseca de este
aminoacido se encuentra apagada cuando la proteina se encuentra en su estado
plegado debido a su cercania con el puente disulfuro que se forma entre las Cys 22y
91. En el momento en que la proteina se va desplegando, este triptéfano se separa
del puente disulfuro y aumenta su intensidad de fluorescencia. Es por eso que
podemos determinar la estabilidad térmica de estas proteinas siguiendo la
fluorescencia intrinseca del Trp 36.

La estabilidad térmica de las proteinas 6aJL2-R24G y la DM-His en presencia y
ausencia de Zn(ll) se evalué en un equipo CaryEclipse siguiendo la emisiéon de
fluorescencia a 350 nm con una excitacion de 295 nm mientras la proteina se sometio
a un barrido de temperatura desde 25° C hasta 60° C aumentando 1°C cada minuto.
La concentracion usada para cada proteina fue de 10 yM y se midié en presencia y
ausencia de Zn(ll) en relaciones molares de 0 a 5 eq. Los datos se ajustaron a una
sigmoide usando la ecuacion de Boltzmann y a partir de este ajuste se determinoé la
Tm de cada proteina. Este experimento se realiz6é por duplicado para la 6aJL2-R24G
y DM-His.

6.6 Cinética de formacion de fibras amiloides.

Para evaluar la cinética de formacion de fibras en las proteinas 6aJL2-R24G y DM-
His en presencia y ausencia de Zn(ll) se sigui6 la fluorescencia de ThT a 480 nm,
excitando a 450 nm, con agitacion magnética, a 37°C para la R24G o 27°C para la
DM-His. Las mediciones se tomaron cada 5 min y posteriormente cada minuto cuando
la medicion llegaba a un valor de 7 unidades de florescencia, todas las mediciones se
realizaron en un fluorimetro JENWAY modelo 6285. Las proteinas se utilizaron a una
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concentracion de 100 yM en ausencia y presencia de 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 equivalentes
de Zn(ll). El tiempo lag se obtuvo determinando el punto de interseccion del ajuste a
regresiones lineales de las fases de nucleacion y elongacién de la cinética. Se
realizaron dos réplicas para cada proteina.

6.7 Determinacion de estructura secundaria.

Para determinar si la estructura secundaria de las proteinas 6aJL2-R24G, DM-His y
DM-Cys se veia afectada por la union a los iones metalicos se corrieron experimentos
de dicroismo circular en el UV lejano. La concentracion final de las tres proteinas fue
10 uM. Para el caso de la DM-Cys se relizé una titulacién en ausencia y presencia de
1.0, 2.0, 30, 4.0 y 5.0 eq de Cu(ll). Para la 6aJL2-R24G y DM-His la titulacion se realizé
en ausencia y presencia de 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 eq de Zn(ll). Para todos los casos
se usO una celda de cuarzo de paso Optico de 0.1 cm y se midieron en un
espectropolarimetro Jasco 1500. Los espectros se deconvolucionaron en el programa
BestSel para obtener un valor cuantitativo de las estructuras secundarias presentes.
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7.- Resultados.

7.1 DM-Cys vs Cu(ll).
Sobreexpresion, lisis y purificacion.
La DM-Cys se transformo, sobreexpresé y lisé siguiendo el protocolo mencionado en
la metodologia. En la Fig. 3a se muestra el gel de poliacrilamida del proceso de
sobreexpresion vy lisis celular. La proteina tiene un peso de 11,855 Da, por lo que en
los carriles de después de inducir (DI), pellet sacarosa (PS) y sobrenadante de agua
(SA) se espera encontrar una banda mas intensa entre los 10 y 15 kDa comparada
con la muestra antes de inducir (Al). En este caso se puede observar que la proteina
se encuentra en esos carriles, sin embargo, también podemos observar un poco en la
muestra de pellet de agua (PA), lo que nos indica que la eficiencia de la lisis no es del
100% y se perdioé un poco de proteina en ese paso. Posteriormente, el sobrenadante
de agua se filtr6 en una membrana con poro de 0.22 ym y se concentrd hasta alcanzar
un volumen de 10mL. El proceso de purificacion se realizé como lo marca la
metodologia. En la Fig. 3b se muestra el cromatograma del proceso de purificacion
por exclusion molecular. Se tomaron todas las muestras que tenian absorbancias
mayores a 0.1 y posteriormente se corrié un gel de poliacrilamida al 14% para
determinar cuales contenian a la proteina. En la Fig. 3c se observa que la proteina de
interés se encontraba en las fracciones 46 a 55. Como la proteina no salia
completamente pura, se decidid anadir un paso extra de purificacién. Se juntaron
todas las fracciones y se pasaron por un centricén con corte en 30 kDa. En la Fig. 3d
se muestra el gel de poliacrilamida al 14% de este paso. Se puede observar que una
parte de la proteina no pasé por el poro del centricon y se concentré en la parte de
arriba (C30kDa), sin embargo se logré obtener una pequefia fraccion de proteina pura.
Se obtuvieron 3 mL de la proteina en estado monomerico en una concentracion de
13.74 pM. .

130 kDa
100 kDa
70 kD2

35 kDa

25kDa

15kDa

— T — T T T T T T T T
0 20 40 60 80
No. de fraccién

FT30:Da  C30Kda CFT30kDa FT30KCa C30kDz CFT30<DAa

15kDa

10kDa

20



Figura 3. Sobreexpresion y purificacion DM-Cys. En (a) se muestra un gel de poliacrilamida al 14% del proceso
de sobreexpresion y lisis celular En cada carril se marca la muestra que se cargd. Los rétulos indican: Al: Antes de
inducir, DI: Después de inducir, SC: sobrenadante del cultivo celular después de la primera centrifugacién, SS:
sobrenadante de sacarosa, PS: pellet de sacarosa, PA: pellet de agua, SA: sobrenadante de agua. En (b) se muestra
el cromatograma del proceso de purificacion por una columna de exclusion molecular Sephadex 200. En (c) se
muestra el gel del proceso de purificacion de las fracciones 45 a 55. En (d) se muestra el gel de poliacrilamida del
paso de la muestra por el centricon de 30kDa. Los rétulos indican lo siguiente: MP: marcador de peso molecular,
FT30KDa: Flow-through centricon 30kDa, C30KDa: El concentrado del centricén de 30kDa que es lo que no pasd
por el poro, CFT30kDa: Concentrado del FT30kDa después de pasarlo por un centricén con corte en 3 kDa.

Marcaje DM-Cys con MTSL.

Para el marcaje de la proteina con MTSL se seleccionaron las muestras en estado
monomérico mas puras y se procedid a hacer el marcaje como lo indica la
metodologia. Para comprobar que la proteina se haya marcado correctamente se
corrié un espectro de EPR a temperatura ambiente de 2769 a 4269 Gauss. En la Fig.
4 se muestra el espectro de EPR de la proteina después de realizar el marcaje y los
lavados posteriores. Se puede observar que el tercer pico es mas ancho que los
demas, lo que indica que el MTSL se unié a una molécula mas grande. Por lo tanto,
podemos concluir que la proteina se marcé de manera adecuada.
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Figura 4. Espectro de EPR de la proteina marcada con MTSL. En (a) se muestra el espectro de EPR de la
molécula MTSL en solucién (Imagen tomada y modificada de (Klug & Feix, 2008)). En (b) se muestra el espectro
de EPR obtenido de la proteina después de realizar el proceso de marcaje.

Estructura secundaria de la proteina DM-Cys en ausencia y presencia de Cu(ll).
Para determinar si la unién del MTSL y la unién del Cu(ll) a la DM-Cys afecta su
estructura secundaria, se colectaron espectros de dicroismo circular en ausencia y
presencia de Cu(ll). En la Fig. 5a se muestra el espectro de la proteina en ausencia
(negro) y presencia de 1 eq (azul), 2 eq (rojo), 3 eq (naranja), 4 eq (verde) y 5 eq
(magenta) de Cu(ll). Se puede observar que en todos los casos la proteina presenta
un maximo positivo alrededor de los 200 nm y un pico negativo a los 220 nm.
Posteriormente, los datos se deconvuolucionaron en el servidor web BeStSel
(Micsonai, y otros, 2018). Los resultados se muestran en la Fig. 5b y en la Tabla 1;
estos porcentajes de estructura secundaria concuerdan bien con los reportados de la
estructura cristalina (Rudino-Pifiera, Pelaez-Aguilar, Amero, & Diaz-Vilchis, 2019). En
el espectro se puede observar una disminucion en la intensidad de la sefal en 200
nm, sin embargo, los porcentajes obtenidos en la deconvolucion indican que la
estructura secundaria de la proteina no se ve afectada por la union del MTSL ni por
su interaccion con Cu(ll).
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Figura 5. Determinacién de estructura secundaria de la DM-Cys por DC. En (a) se muestra el
espectro de DC de la DM-Cys en ausencia (linea negra) y presencia de 1 (linea azul), 2 (linea roja),
3 (linea naranja), 4 (linea verde) y 5 (linea magenta) eq de Cu(ll). En (b) se muestra el porcentaje
de las estructuras secundarias presentes en la proteina DM-Cys en ausencia y presencia de los
diferentes equivalentes de Cu(ll). En gris se presenta el porcentaje de hebras B antiparalelas, en
verde el de giros y en azul otros.

Tabla 1. Porcentajes de estructura secundaria de la proteina DM-Cys obtenidos
por el servidor BeStSel.

Eq. de Cu(ll) % Hebras B % Giros % Otros
antiparalelas
0 eq 46.4 14 39.6
1 eq 45.9 13.8 40.3
2eq 45.4 14 40.6
3eq 45.3 14.2 40.5
4 eq 45.6 14.1 40.3
5eq 45.1 14.3 40.6
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7.2 R24G vs Zn(ll): DM-His vs Zn(ll).

Purificacion de las proteinas R24G y DM-His

Las proteinas R24G y DM-His se transformaron, sobreexpresaron y lisaron siguiendo
el protocolo mencionado en la metodologia. En la Fig. 6a y 7a se muestran los geles
de poliacrilamida del proceso de sobreexpresion y lisis celular de las proteinas R24G
y DM-His respectivamente. Estas proteinas tienen un peso molecular de 11,853 Da
(para el caso de la R24G) y de 11,885 (para la DM-His), es por eso que, al igual que
para el caso de la DM-Cys, esperamos encontrar una banda mas intensa entre los 10
y 15 kDa en los carriles de después de inducir (DI), pellet sacarosa (PS) y
sobrenadante de agua (SA). Esto se cumplid, sin embargo, al igual que en el caso
anterior, se puede observar una pequefia banda entre estos pesos moleculares en la
muestra de pellet de agua (PA), lo que indica que la eficiencia de la lisis no es del
100% y se pierde un poco de proteina en ese paso, sin embargo se obtiene una muy
buena concentracién de proteina (Tabla 2).

El sobrenadante de agua se filtr6 en una membrana con poro de 0.22 uym y se
concentrd hasta alcanzar un volumen de 10 mL. El proceso de purificacion se realizé
en dos pasos. El primero fue por cromatografia de intercambio anionico usando una
columna Q-sefarosa. En las Fig 6b y 7b se muestran los cromatogramas de este paso.
Se tomaron todas las muestras que presentaron absorbancias mayores a 0.5 y
posteriormente se corrieron geles de poliacrilamida al 14% para determinar en cuales
se encontraba la proteina (Fig 6¢c y 7c). Para el caso de la R24G, la proteina se
encontrd en las fracciones 20-24, mientras que para la DM-His se encontré en las
fracciones 36-40. Se juntaron todas estas fracciones y se volvieron a purificar pero
ahora por exclusion molecular en una columna Sephadex 200. En las Figuras 6d y 7d
se muestran los cromatogramas del paso mencionado. En este paso solo se observé
un pico intenso para ambas proteinas, se tomaron todas las muestras que formaban
parte de este pico y se corrieron geles de poliacrilamida al 14% para comprobar que
la proteina se encontrara en estado puro (Fig. 6e y 7e). Para el caso de la proteina
R24G la proteina se encontraba en las fracciones 39-47, sin embargo, en las
fracciones 39-42 se encontraba en poca concentracién y habia contaminantes, por lo
gue se decidioé tomar de las fracciones 43 a 47 para los experimentos y para la DM-
His la proteina se encontré en las fracciones 45-55.

Tabla 2. Concentracion de proteinas 6aJL2R24G y DM-His obtenidas al término
del proceso de purificacion.

Cantidad de
Concentracion medio utilizado
Proteina Volumen (mL
(UM) (mL) (L)
6aJL2-R24G 81.36 15 1
DM-His 447 17 1
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Figura 6. Sobreexpresion y purificacion R24G. En (a) se muestra un gel de
poliacrilamida al 14% del proceso de sobreexpresion vy lisis celular En cada carril se
marca la muestra que se cargd. Los rotulos indican lo siguiente: Al: muestra antes de
inducir, DI: Después de inducir, SC: sobrenadante del cultivo celular después de la
primera centrifugacion, PS: pellet de sacarosa, SS: sobrenadante de sacarosa, PA: pellet
de agua, SA: sobrenadante de agua, MP: Marcador de peso molecular. En (b) se muestra
el cromatograma del proceso de purificacién por intercambio anidnico. En (c) se
muestra el gel del proceso de purificacion de las fracciones 10 a 14y 20 a 27. En (d) se
muestra el cromatograma del proceso de purificacion por exclusiéon molecular. En (d)
se muestra el gel del segundo proceso de purificacion de las fracciones 38 a 47 y de la
muestra que se inyectd al equipo (inj).
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Figura 7. Sobreexpresion y purificacion DM-His. En (a) se muestra un gel de
poliacrilamida al 14% del proceso de sobreexpresion y lisis celular En cada carril se
marca la muestra que se cargo. Los rétulos indican lo siguiente: MP: Marcador de peso
molecular, Al: muestra antes de inducir, DI: Después de inducir, SC: sobrenadante del
cultivo celular después de la primera centrifugacidn, PS: pellet de sacarosa, SS:
sobrenadante de sacarosa, PA: pellet de agua, SA: sobrenadante de agua. En (b) se
muestra el cromatograma del proceso de purificacidon por intercambio anidnico. En (c)
se muestra el gel del proceso de purificacion de las fracciones 6, 7, 14, 36 a 40. En (d)
se muestra el cromatograma del proceso de purificacidn por exclusion molecular. En (d)
se muestra el gel del segundo proceso de purificacion de las fracciones 45 a 57 y de la
muestra que se inyecto al equipo (inj).
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Efecto del Zn(ll) en la estabilidad térmica de las proteinas R24G y DM-His.

Se evalud la estabilidad térmica de las proteinas R24G y DM-His en ausencia y
presencia de Zn(ll). En todas las condiciones, los datos siguen una tendencia
sigmoidal, es por eso que se lograron ajustar los datos a la ecuacion de Boltzmann
para determinar la Tm de la proteina. La Tm estimada de la proteina R24G fue de 45.3
+ 0.13°C, 45.19 + 0.46, 44.57 £ 0.51, 45.05 + 0.06, 44.10 + 1.89°C en ausencia y
presencia de 1, 2, 3y 4 eq de Zn(ll), respectivamente (Fig.8a). Para el caso de la DM-
His, las Tm estimadas para 0, 1, 2, 3y 4 eq de Zn(ll) fueron de 38.54 + 0.29°C, 38.68
+0.17°C, 38.20 £ 0.89 °C, 38.51 + 0.19°C, 39.56 + 1.02°C (Fig 8b).

D11
i ik }

Temperatura {*C) Temperabura (70

Figura 8. Desplegamiento térmico de la proteina R24G y DM-His. En (a) se muestra
el desplegamiento térmico de la proteina 6alL2-R24G en ausencia (negro) y
presencia de 1 (azul), 2 (rojo), 3 (naranja) y 4 (verde) eq de Zn(ll). En (b) se muestra
el desplegamiento térmico de la proteina DM-Cys en ausencia (negro) y presencia
de 1 (azul), 2 (rojo), 3 (naranja) y 4 (verde) eq de Zn(ll).

Estructura secundaria de las proteinas R24G y DM-His en ausenciay presencia
de Zn(Il).

Para determinar si la union del Zn(ll) a las proteinas R24G y DM-His afecta la
estructura secundaria de éstas, se realiz6 una titulacién de las proteinas con zZn(ll) y
se siguid por Dicroismo Circular (DC) en el UV-lejano. En la Fig. 9a y 9b se muestra
el espectro de las proteinas en ausencia (negro) y presencia de 1 eq (azul), 2 eq (rojo),
3 eg (naranja), 4 eq (verde) y 5 eq (magenta) de Zn(ll). Se puede observar que en
todos los casos la proteina presenta un maximo positivo alrededor de los 208 nmy un
pico negativo a los 218 nm. Ademas de esto, podemos observar en ambas un minimo
a los 230 nm. Este minimo se asocia a los residuos aromaticos presentes en la
proteina y esta presente en ambos casos pero se aprecia con mas claridad para la
proteina R24G. Posteriormente, los datos se deconvuolucionaron en el servidor
BeStSel, los resultados se muestran en la Fig 9c, 9d y en la Tabla 3.
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Figura 9. Determinacion de estructura secundaria de las proteinas R24G y DM-His por DC. En (a)
y (b) se muestran los espectros de DC de las proteinas R24G y DM-His respectivamente en ausencia
(linea negra) y presencia de 1 (linea azul), 2 (linea roja), 3 (linea naranja), 4 (linea verde) y 5 (linea
magenta) eq de Zn(ll). En (c) y (d) se muestran los porcentajes de las estructuras secundarias
presentes en las proteinas R24G y DM-His respectivamente en ausencia y presencia de los
diferentes equivalentes de Zn(ll). Gris hoja beta antiparalela, verde giros y azul otros.

Tabla 3. Porcentajes de estructura secundaria obtenidos por el servidor BeStSel.

o

& Hebras B % Giros % Otros

antiparalelas
Eq de . : :

R24G DM-His R24G DM-His R24G DM-His

Zn(ll)
0 eq 49.1 49.7 14.9 12.9 36 37.9
1leq 47.4 49.1 14.6 13 38 37.8
2 eq 47.5 49 14.2 134 38.3 37.6
3eq 49.9 48.9 14.2 13.6 36 37.5
4 eq 47.5 48.4 14 13.1 38.5 38.5
5eq 49.8 47.2 13.9 12.9 36.3 39.9
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Cinética de formacion de fibras amiloides de las proteinas R24G y DM-His en
ausenciay presencia de zZn(ll).
R24G

La cinética de formacion de fibras amiloides se evalu6 siguiendo la fluorescencia del
ThT como se indica en la metodologia. En la Fig. 10 se muestran las dos réplicas de
la proteina R24G. El tiempo lag calculado fue de 265.0381 *+ 26.6422 min para la
proteina sin Zn(ll) y de 225.5431 + 119.195 min, 215.9931 + 122.6489 min, 157.4723
+ 12.8160 min, 132.6197 + 0.2124 min para la proteina con 1, 2, 3y 4 eq de Zn(ll)
respectivamente. Esto podria indicar que el Zn(ll) acelera la formacion de fibras
amiloides en esta proteina a partir de 3 eq de Zn(ll), sin embargo, es indispensable
realizar mas réplicas para poder llegar a esa conclusion.

& 0eqde Zn(I)

1] ® OeqdeZn()
m leqde

sl 7 4eqdeznm

T ' T P T T T T T[T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200 250 300 350
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Figura 10 Cinética de formacion de fibras amiloides de la proteina 6aJL2-R24G. La cinética se realizd
siguiendo la intensidad de fluorescencia del ThT en ausencia (negro) y presencia de 1 (azul), 2 (rojo)
y 3 (naranja) equivalentes de Zn(ll).

DM-His.

La cinética de formacién de fibras amiloides se evalu6 siguiendo la fluorescencia del
ThT como se indica en la metodologia. En la Fig. 11 se muestra la cinética de la
proteina DM-His. El tiempo lag calculado fue de 185.006 + 14.77 min para la proteina
sin Zn(ll) y de 283.301 + 50.47 min, 265.202 + 59.66 min, 259.0094 + 10.054 min para
la proteina con 1, 2 'y 3 eq de Zn(ll) respectivamente. Estos resultados indican que el
Zn(ll) retrasa ligeramente la formacioén de fibras amiloides.
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Fig. 11 Cinética de formacion de fibras amiloides de la proteina DM-His. La cinética se realizé siguiendo la
intensidad de fluorescencia del ThT en ausencia (negro) y presencia de 1 (azul), 2 (rojo) y 3 (naranja) equivalentes

de Zn(ll).
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8.- Discusion.
8.1 DM-Cys vs Cu(ll).

El marcador MTSL es una etiqueta de nitréxido que contiene un electron desapareado
en el orbital del atomo de nitrégeno (Klug & Feix, 2008). Como se menciond
anteriormente, en los experimentos de EPR, las particulas que se siguen son los
electrones desapareados con propiedades paramagnéticas. Es por ello que para las
moléculas que no contienen electrones desapareados dentro de su estructura, como
el caso de las proteinas, el marcaje con este tipo de moléculas es una herramienta
muy poderosa. Sin embargo, dentro de una proteina, este marcador Unicamente se
puede unir covalentemente a residuos de cisteinas, ya que estos son los Unicos que
contienen un grupo sulfhidrilo libore que es capaz de reaccionar con el grupo
metanotiosulfonato presente en el MTSL. Por ello, las proteinas que se quieran seguir
por este método deben tener los residuos de cisteina justo en los lugares donde se
quiera colocar el marcador y por ello en algunos casos es necesario hacer ciertas
mutaciones puntuales.

En este trabajo se sobreexpreso y purificé la proteina DM-Cys, en la cual se
sustituyeron las serinas 26 y 57 por cisteinas. Estas U(nicas mutaciones
comprometieron significativamente la sobreexpresion de la proteina con respecto a la
proteina R24G (Fig. 3a y 6a respectivamente), pues no soélo fue mucho mas
complicado la sobreexpresion, sino que también el rendimiento disminuy6
significativamente. Este comportamiento se ha observado en otros sistemas, sin
embargo se ha reportado que no siempre se relaciona con una pérdida de funcion de
la proteina (Perozo, Kloda, Cortes, & Martinac, 2001). Una vez se obtuvo proteina, se
marcé con MTSL y se comprobé la reaccion con un espectro de EPR a temperatura
ambiente. En etiquetas de nitréxido, como el MTSL, el electron desapareado
interactua con el nucleo del nitrégeno y forma asi un acoplamiento hiperfino; este
acoplamiento hace que se observen tres sefiales en el espectro de EPR (Fig. 4). En
el espectro se observa un ensachamiento de las sefiales comparadas con las sefiales
del MTSL libre (Fig (3) REVISAR, y esto se debe a que la unién del MTSL a la proteina
restringe el movimiento de la etiqueta (Klug & Feix, 2008).

Con la proteina marcada se realizaron estudios de estructura secundaria por
dicroismo circular sin y con diferentes equivalentes de Cu(ll). En todos los casos se
observd un maximo aproximadamente a los 200 nm y un minimo en 220 nm; estas
dos senales son caracteristicas de las hebras 3. Al comparar los espectros obtenidos
de la proteina marcada y la R24G (Fig. 5a y 9a respectivamente) se pueden observar
algunos cambios entre ellas. Uno de esos cambios es la perdida de sefal de los 230
nm en la proteina marcada con respecto a la R24G. Esta sefial se atribuye a los
residuos aromaticos dentro de la proteina como las tirosinas. Dentro de la proteina
R24G hay una agrupacion de tirosinas (Y94, Y33, Y50, Y37, Y90) (Peldez-Aguilar, et
al., 2020) y este cambio en la sefal se puede atribuir a un cambio en el microambiente
gue rodea a estos aminoacidos y nos puede indicar que hay un cambio en la
orientacién de los anillos de las tirosinas o un ligero cambio en la estructura
tridimencional de la proteina. Segun el modelado obtenido por SWISS-MODEL la
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distancia que hay entre la C57 y la Y50 es de aproximadamente 7A sin contar el
tamano del MTSL. Es por eso que este cambio en la sefial se le puede atribuir a una
reorganizacion en esta agrupacion debida a la introduccién de la C57 junto con el
marcador. A pesar de estas diferencias, los resultados de la deconvolucion indican
gue no hay diferencias significativas en la estructura secundaria de la proteina (Fig.
5b y 9c). Al evaluar el efecto de la interaccion con Cu(ll) se observdé que hay una
pequena disminucion de la estructura de hebras B antiparalelas y un aumento de
estructuras aleatorias cuando se aumenta la cantidad de Cu(ll) en el sistema,
presentando una disminucion de 1.3% de hebras 3 antiparalelas y un aumento del 1%
en estructuras aleatorias cuando se comparan los resultados de la deconvolucion de
0y 5 eq de Cu(ll). Sin embargo, estos cambios no son significativos, por lo tanto, se
puede concluir que la interaccion con Cu(ll) de la proteina DM-Cys marcada con MTLS
no causa cambios significativos en la estructura secundaria de la proteina, esto esta
en concordancia para la proteina R24G donde se observd que el Cu(ll) no induce
cambios en la estructura secundaria de la proteina (Pelaez-Aguilar, et al., 2020).

Es importante realizar cinéticas de formacion de fibras y curvas de desplegamiento
térmico de esta variante en ausencia y presencia de Cu(ll). Desafortunadamente la
concentracion de proteina fue muy baja y no fue posible realizar estos experimentos.

8.2 R24G y DM-His vs Zn(ll).

Se ha reportado que los iones metalicos juegan un papel importante en el desarrollo
de algunas enfermedades conformacionales como el Alzheimer (Miura, Suzuki,
Kohata, & Takeuchi, 2000), el Parkinson (Uversky, Li, & Fink, 2001), y la diabetes
mellitus tipo Il (Rivillas-Acevedo, Sanchez-Lépez, Amero, & Quintanar, 2015); sin
embargo el rol de estos dentro de la amiloidosis de cadena ligera aun no esta del todo
explorado. Recientemente se reportdé que el Cu(ll) acelera la formacion de fibras
amiloides y reduce la estabilidad térmica de la cadena ligera 6aJL2-R24G y se propuso
que las Histidinas 99 y 8 son claves para este comportamiento (Pelaez-Aguilar, et al.,
2020). Sin embargo, hasta la fecha no se han tenido mas reportes del efecto de otros
iones metalicos en la agregacion de esta proteina. Es por eso que en este trabajo se
evaluo el efecto del Zn(ll) en la agregacién de la proteina 6aJL2-R24G. Ademas, se
evalud el papel de las Histidinas en la interaccion con Zn(ll) con la proteina DM-His.
Para la estabilidad térmica se siguid la fluorescencia intrinseca del triptéfano 36
cuando la proteina se sometia a un barrido de temperatura que fue de los 25 a los
60°C (Fig 8). Los valores de las Tm no variaron significativamente entre las proteinas
sin y con los diferentes equivalentes de Zn(ll), lo que significa que este ion metalico,
a diferencia de los datos reportados para el Cu(ll), no reduce la estabilidad térmica de
la proteina R24G ni de la DM-His. Sin embargo, se puede observar que las Tm de
ambas proteinas sin Zn(ll) varian con respecto a la otra, obteniendo valores de 45.3 +
0.13°C para la R24G y 38.54 + 0.29°C para la DM-His. Por estudios previos, se sabe
que la delecion de la His99 hace que la proteina sea mas inestable
termodinamicamente (Pelaez-Aguilar, 2021)

El analisis de estructura secundaria de la proteina R24G y DM-His indica que la
sustitucidn y delecion de las histidinas no afecta la estructura secundaria de la proteina
(Figura 9), pero es posible observar que la sefial de 230nm, caracteristica de residuos
aromaticos, no esta presente en la proteina DM-His (Fig. 9a y 9b), lo que indica un
ligero cambio en estructura terciaria de la proteina y que podria correlacionarse con
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la pérdida de estabilidad térmica. De igual manera, la interaccidén con Zn(ll) de ambas
proteinas no induce cambios en estructura secundaria y la sefial de 230nm no cambia
para ninguna de las dos proteinas a lo largo de la titulacién. La deconvolucién para la
proteina R24G (Fig. 9c y tabla 3) mostré que los datos fluctuaron entre 49y 47% para
hebras (3 antiparalelas, de la misma manera, para la DM-His (Fig. 9d y tabla 3), se
observé que a medida que aumenta la concentracion del ion metalico, el porcentaje
de hebra 3 antiparalela disminuye 2.5%, mientras que el de las estructuras aleatorias
aumenta 2%, pero estos cambios no son significativos. Todo esto indica que la
interaccion con Zn(ll) no afecta la estructura secundaria de las proteinas.

Finalmente, las cinéticas de agregacion de la proteina R24G en ausencia y presencia
de 0 a 4 eq de Zn(ll) (Fig. 10) muestran tiempos lag de 265.0381 + 26.6422 min,
225.5431 £ 119.195 min, 215.9931 + 122.6489 min, 157.4723 + 12.8160 min,
132.6197 + 0.2124 min. Se puede observar que los datos de 1 y 2 eq de Zn(ll)
presentan desviaciones estandar muy grandes, esto es debido a que las cinéticas
variaron mucho entre réplicas, por lo que no es posible decir si la interaccién con Zn(ll)
tiene efecto o no en la formacion de fibras amiloides de la proteina R24G. Por otro
lado, los tiempos lag en presencia de 3 eq y 4 eq de Zn(ll) presentan buena
reproducibilidad y es posible concluir que 3 y 4 eq de Zn(ll) aceleran la formacion de
fibras.

Para probar el efecto de las Histidinas en la agregacion, también se realizaron
cinéticas de agregacion de la DM-His (Fig. 11). Tomando en cuenta los datos
obtenidos en el desplegamiento térmico, se decidid correr estas cinéticas a una
temperatura de 27°C para estar completamente seguros que cualquier efecto
observado en las cinéticas fuera debido a la interaccion con Zn(ll). Los tiempos lag
calculados desde 0 hasta 3 eq. de Zn(ll) fueron 185.006 + 14.77 min y de 283.301 %
50.47 min, 265.202 + 59.66 min, 259.0094 + 10.054 min para la proteinacon 1,2y 3
eq de Zn(ll) respectivamente. El tiempo lag de la proteina sin Zn(ll) es menor que el
de la proteina R24G, lo cual es debido a la pérdida de estabilidad térmica inducida por
la sustitucién y la delecion de las histidinas (Pelaez-Aguilar, 2021). En todos los casos
se obtuvo buena reproducibilidad entre réplicas y se puede observar que el Zn(ll)
retrasa la formacion de fibras amiloides. Todo lo anterior, y tomando en cuenta que
para la proteina R24G el comportamiento de las cinéticas de agregacion en presencia
de Zn(ll) fue el contrario, se puede decir que las histidinas 8 y 99 son importantes para
la interaccion con Zn(ll). Sin embargo, se necesitan mas estudios para postular una
interpretacién de estos resultados. Por ejemplo, son necesarios estudios de afinidad
de las proteinas por Zn(ll) y de RMN para determinar la cantidad y los posibles sitios
de union. Posteriormente, es ideal realizar estudios de dinamica molecular para
explicar el efecto.
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9.- Conclusiones.

1.

Las mutaciones S26C y S57C hacen que la sobreexpresion de la proteina
6aJL2-R24G/S26C/S57C en la cepa de E. coli BL21-DE3 sea menos
eficiente.

El protocolo utilizado fue el adecuado para llevar a cabo el marcaje de la
proteina DM-Cys.

La proteina DM-Cys marcada con MTLS no presenta cambios significativos
en su estructura secundaria comparada con la proteina R24G.

La interaccion con Cu(ll) de la DM-Cys marcada con MTLS no induce
cambios en la estructura secundaria de la proteina.

Las mutaciones H8S y dH99 hacen que la proteina sea
termodindmicamente mas inestable.

La interacciéon con Zn(ll) no afecta la estabilidad térmica de las proteinas
R24G y DM-His.

La unién del Zn(ll) a las proteinas R24G y DM-His no induce cambios
significativos en su estructura secundaria.

El Zn(ll) acelera la formacion de fibras amiloides in vitro de R24G, a partir
de 3eq.

Las histidinas 8 y 99 parecen ser importantes para la agregacion de la
proteina inducida por zZn(ll).

10.- Perspectivas.

1.

Realizar cinéticas de agregacién de fibras amiloides de la DM-Cys marcada
en presencia y ausencia de Cu(ll)

Realizar curvas de estabilidad térmica de la DM-Cys marcada con MTLS en
presencia y ausencia de Cu(ll)

3. Evaluar la afinidad de la DM-Cys marcada por el Cu(ll)

Realizar mas réplicas de las cinéticas de formacion de fibras en presencia
y ausencia de zZn(ll)

Evaluar la afinidad de las proteinas R24G y DM-His al Zn(ll)

Realizar estudios de RMN para conocer los sitios de union del Zn(ll) en la
R24G
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