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|Cap1’tulo 1. Introduccién |

§ 1.1. El cobre en la célula

El cobre es un metal de transicién esencial para la supervivencia de la
célula’. Su esencialidad se debe a que es empleado por diferentes metaloproteinas
para procesos fundamentales como la fosforilacién oxidativa®, la movilizacién del
hierro intracelular™?, el crosslinking del tejido conectivo®, la formacién de
pigmentos®, la sintesis de catecolamina’ y como mecanismo de defensa en la
respuesta oxidante bactericida. También tiene roles biolégicos adicionales tales
como participar en la respuesta inmune primaria®, y de hecho, su deficiencia en
mamiferos favorece las posibilidades de infecciones bacterianas”® y de hongos''.
En las plantas, el cobre cumple un rol esencial en la fotosintesis en cloroplastos
como cofactor de plastocianina'. Por estas razones, la deficiencia de cobre lleva a

alteraciones muy graves en casi todos los organismosl’m.

La posibilidad de adoptar dos estados de oxidacién diferentes Cu(l) y
Cu(II) con un potencial de reduccién modulable en el rango de los eventos redox
biol6gicos, lo hace un buen cofactor redox en muchas de las reacciones
mencionadas'*">. Sin embargo, esta misma propiedad hace que pueda
desencadenar la produccién de compuestos téxicos, como los radicales hidroxilos,
a través de la reaccién de Fenton'®?*®. Por otro lado, los iones Cu(II) se encuentran
por encima de otros metales dentro de la serie de Irving—Williamsw, es decir que
tienen el potencial de competir con otros cationes por sus sitios de unién
nativos?’, propiedad compartida también con el Cu(I) que también presenta alta
competitividad de unién a diversos sitios metdlicos no nativos, con la
concomitante pérdida de funcién de estas metaloproteinas®’. Por esta propiedad,
el cobre es utilizado como un potente antimicrobiano, y algunas bacterias han

desarrollado mecanismo de tolerancia a altos niveles de cobre?!?2.

En humanos, la ingesta de cobre en una dieta normal suele ser mayor a la
cantidad necesaria para el cumplimiento de sus funciones. Debido a esta dualidad
esencialidad/toxicidad, los mniveles intracelulares de Cu tienen que estar

extremadamente controlados de manera de que se disponga de los niveles

1
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minimos requeridos para la vida y al mismo tiempo minimizar los efectos
téxicos®™. A fines del siglo pasado, Valerie Culotta demostr6 que la Cu,Zn
superéxido dismutasa (SOD) incorpora los iones cobre mediante la transferencia
especifica desde una proteina soluble, que denominé CCS (por sus siglas en inglés
de copper chaperone for SOD)**. Posteriormente, Culotta y Tom O’Halloran
sugirieron que no existiria cobre libre en la célula, sino que el mismo se
encontraria en todo momento unido a distintas proteinas o pequefias moléculas
que almacenan, transportan y entregan selectivamente este ion a las proteinas
23

blanco Estos estudios llevaron a la definicibn del concepto de

metalochaperona®.

A partir de estos hallazgos, se comenzaron a describir los mecanismos que
regulan la homeostasis celular de distintos iones metdlicos modulando la
absorcién, localizacién y excrecién de los mismos de manera de minimizar las
reacciones téxicas'. Estos mecanismos implican la regulacién de los niveles de

26-28

transportadores, compartimentalizacién de los iones y la sintesis de proteinas

de unién a cobre como las metalotioneinas (capaces de unir el exceso de iones
Cu(1))®%, o de proteinas metalochaperonas, cuyo papel es transportar los iones
Cu(l) y llevar a cabo la activacién de las proteinas blanco, que requieren cobre

para su funcién®>*2.

En mamiferos en particular, el cobre es transportado a través del suero

unido a albtimina o ceruloplasmina, de manera de asegurar que los niveles de

33,3

cobre sean apropiados a nivel celular y de tejidos™**. Luego, el cobre ingresa a las

células a través de los transportadores de tipo CTR (por sus siglas en inglés de
copper transporter family) que lo reducen a Cu(l) mediante un mecanismo que

35,36

todavia no es del todo comprendido (Figura 1)”°. Dentro de la célula, el cobre

puede unirse como Cu(l) a glutation (GSH), metalotioneinas (MT), o bien a las
metalochaperonas CCS o ATOX 1, que tienen el rol de transportar el cobre a las
protefnas blanco para su activacién®’. CCS activa la Cu-Zn superéxido dismutasa
(SOD) al insertar el cobre en la proteina recientemente plegada, catalizando al
mismo tiempo la formacién de un puente disulfuro esencial para su funcién®®.

ATOX1 entrega los iones Cu(I) a las ATPasas tipo P de Wilson y Menkes (ATP7A y
2
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7B) que estdn localizadas en el trans-Golgi****. Estos transportadores transfieren
los iones Cu(I) al lumen del Golgi empleando la energia de la hidrélisis de ATP*.
Dentro del Golgi, los iones cobre son incorporados a proteinas que se excretan
como la tirosinasa“, dopamina B-monooxigenasa7, superoxidodismutasa-3 *0oa
proteinas de membrana como el transportador de hierro Fet3p*"*®. En caso de
que haya un exceso de iones cobre estos transportadores también pueden ser
translocados a través de la membrana para transportar iones fuera de la célula

(Figura 1)*.

Figura 1. Diagrama que resume los mecanismos de transporte de Cobre intracelular en una célula de

mamifero. En el recuadro se destacan los mecanismos de transporte de cobre mitocondriales para la

incorporacién de cobre a SOD y COX.

Dentro de la mitocondria, el cobre es necesario para la maduracién de

. . . SC
solamente dos enzimas: la Cu,Zn-SOD y la citocromo ¢ oxidasa (COX)™". SOD es
encargada de eliminar el anién superéxido téxico, que surge como subproducto no

deseado de los procesos oxidativos; y la citocromo ¢ oxidasa (COX) es la tltima

3
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enzima (conocida como Complejo IV) de la cadena respiratoria mitocondrial, que

realiza la reduccién de oxigeno molecular a agua™'.

Una particularidad de las metaloproteinas de unién a cobre, es que el
ensamblado del sitio metdlico no es co-transcripcional, sino que requiere el
correcto plegamiento de las mismas para que ocurran los eventos de

e 1,52
reconocimiento por parte de las metalochaperonas”“. Se ha propuesto que un
pequefio complejo organometilico, Cul, seria el encargado de mover los iones
cobre desde el citoplasma a la matriz mitocondrial para mantener el depésito

= o . .z * 5
mitocondrial necesario para su funcién (Figura 1)™.

1.2. Citocromo c oxidasa: Estructura y ensamblado
La citocromo ¢ oxidasa (COX) es una proteina integral de membrana, de

complejidad variable de acuerdo al organismo. Las COX pueden comprender

54,5

desde tres subunidades en bacterias®®> hasta trece en el caso de eucariotas

superiores (Figura 2)°*. Las subunidades COX I, COX II y COX III del complejo

eucariota son de codificacion mitocondrial y forman el centro catalitico del

complejo (Figura 3)°*°.

a)
PERIPLASMA

CITOSOL

Figura 2. Comparacién de las estructuras cristalograficas de los complejos COX de (a) Thermus thermophilus
(PDB 1XME)® y (b) bovina (PDB 10CC)%’.
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Dos grupos hemos de tipo 2 y tres iones cobre estdn conservados dentro
del dominio de COX I (a, a5y Cug) y COX II (Cu,) (Figura 3)*, aunque en algunas
oxidasas de otros organismos un hemo z esta reemplazado por un hemo »#*%. El
sitio de cobre mononuclear Cuy interactia con el hemo a; formando un centro
heterodimetédlico hemo a-Cu; que es el centro donde ocurre la reduccién del
oxigeno molecular en la oxidasa®"%%, El sitio Cu, se encuentra en la subunidad
COX II, y es un centro dimetdlico con dos iones cobre unidos a puente mediante
los tioles de dos residuos de cisteina (Figura 3). Este centro es el aceptor primario
de electrones que provienen del citocromo ¢ reducido, que luego son transferidos
al hemo a presente en la subunidad COX I*°. Por lo tanto, la subunidad COX II
estd directamente involucrada en la interacciéon con el citocromo ¢, y el sitio Cuy
es esencial para la actividad de la citocromo c¢ oxidasa, estando optimizado para
llevar a cabo eficientemente reacciones de transferencia electrénica intra- e

intermolecular®.

. 3 Hemo a;- Cug
coxi Hemo a/b

Figura 3. Subunidades minimas funcionales de COX eucariota y cofactores metdlicos esenciales para su
funcién.
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Este centro catalitico constituido por COX I, COX II y COX III est4 rodeado
de otras subunidades de codificacién nuclear que le brindan estabilidad al
complejo y modulan su actividad®®. Las subunidades COX I y COX III estdn
embebidas en la membrana, mientras que la subunidad COX II consiste en un
dominio soluble expuesto anclado a la membrana mediante un segmento
helicoidal (Figura 2 y 3). En el caso de COX mitocondriales, el complejo se inserta
en la membrana interna mitocondrial, con la subunidad COX II orientada hacia el
IMS (por las siglas en inglés de Intermembrane Mitochondrial Space). En cambio,
en bacterias, este complejo se localiza en la membrana plasmadtica, con el dominio
soluble de COX 1II orientado hacia el periplasma, de manera de acoplar la
reduccién del oxigeno molecular a la generacién del gradiente protén-motriz para

la produccién de ATP>"%¢68,

Tanto SOD como las subunidades de citocromo c¢ oxidasa mitocondrial
requieren de mecanismos de transporte e insercién de cobre dentro de la
mitocondria®. El mecanismo de biogénesis y ensamblado de la COX en humanos
requiere de al menos 40 genes que actiian en el proceso: 22 de ellos se requieren
para la expresién e insercién a membrana de las tres subunidades cataliticas,
cuatro para la biosintesis e insercién de los grupos hemo, y nueve para el

ensamblado de los sitios de cobre Cu, y Cup, que codifican para distintas
8

w

proteinas involucradas en este proceso

Pacientes que sufren de deficiencia en citocromo c oxidasa presentan

desordenes multi-sistémicos y tejido-especificos, principalmente en 6rganos con

- y fpi . 69-73
alta demanda energética, como el cerebro, corazén y el musculo esquelético” .

Todos los genes involucrados en la insercién de hemo y cobre estdn conservados
en levaduras y humanos. Esto ha permitido la identificacién de estas proteinas

mediante la comparacién de estudios genéticos en levaduras, en pacientes con

74-77

deficiencias en citocromo ¢ oxidasa A pesar de esta conservacién, las

funciones de estas proteinas y su esencialidad no son las mismas en humanos y en

7 L9
levaduras”™>"%".
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Para el ensamblado del centro Cuy se requiere la reduccién de las Cys de
unién a Cu para que luego una metalochaperona pueda transferir los iones
cobre®. En el sistema eucariota las protefnas esenciales para el ensamblado del
sitio Cuy son la proteina soluble Cox17, y las proteinas ancladas a membrana
Scol y Sco2. Todas estas proteinas unen Cu(I) a través de residuos de Cys, Cox17
a través de dos Cys consecutivas y las proteinas Sco en un motivo Cys-X;-Cys, por
lo que también pueden actuar como tiol-oxido-reductasas®®. Sin embargo, el

papel especifico de cada una de las mismas atin no est4 dilucidado.

_13. El centro Cua

Cuy es un centro de cobre dinuclear que actta en la transferencia de
electrones en metaloproteinas. Al momento, se ha encontrado solamente en la
subunidad COX II de las citocromo ¢ oxidasas de distintos organismos, y en la

6xido nitroso (N,O) reductasa bacteriana®**

. Los dos iones Cu se encuentran
unidos a puente por dos dtomos de azufre provenientes de los tioles de dos
residuos de Cys que se encuentran en un mismo bucle de la proteina. Cada ion
cobre estd unido ademds a un residuo de His y un residuo axial de coordinacién
débil: el grupo carbonilo del esqueleto peptidico y el tioéter de un residuo de Met
(Figura 3). Esta geometria de coordinacion estd conservada en todos los sitios Cuy

conocidos al momento®*%%%7,

Cuy presenta dos estados de oxidacion bioldgicamente activos. En la forma
reducida, Cu*’-Cu*!, es un centro diamagnético (S=0), mientras que la forma
oxidada posee un electr6n menos, dando lugar a un centro paramagnético (S=1/2)
de valencia mixta de tipo III, es decir, con un electrén desapareado deslocalizado
entre ambos iones Cu, por lo que cada 4tomo tiene la misma carga formal: Cu*’>-
Cu*» %% Fsta estructura electrénica ha sido propuesta en base a estudios de
EPR, que muestran que el electrén desapareado presenta el mismo acoplamiento
hiperfino con ambos nitcleos de cobre, que por lo tanto son equivalentes”. En
cambio, la forma oxidada con un par de valencia mixta localizada (es decir, Cu*l-
Cu*?) solamente ha sido observada en mutantes del sitio Cu,®’. Finalmente, la

forma Cu**-Cu*? no es viable naturalmente en ninguna de las proteinas que unen

los sitios Cuy.
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Este centro de cobre es imprescindible para la respiracién celular, dado que
es el aceptor primario de electrones provenientes del citocromo ¢ y luego
transfiere estos electrones al grupo hemo a ubicado en la subunidad COX 1. Es
decir que actiia en reacciones de transferencia electrénica (TE) inter e
intraproteicas, de a un electrén por vez, siendo que cada ciclo de reduccién de
una molécula de oxigeno requiere de cuatro electrones en total’?. Estas reacciones
las realiza con alta eficiencia a pesar de que tienen lugar a grandes distancias y en

. . . Pl . . . . . g '( .
un medio de baja constante dieléctrica como el interior proteico (Figura 4)”>°.

Periplasma

Citoplasma |

Figura 4. Reacciones de Transferencia Electr6nica mediadas por el centro Cu,. Transferencia desde el
citocromo ¢ soluble (Rojo) hacia COX II (verde) y de COX II hacia el grupo hemo b dentro de la regién

transmembrana de COX. Las lineas grises marcan los limites de la membrana.

Rudolph Marcus desarrollo una teoria que permitié describir mediante un
enfoque semi-cldsico la velocidad de las reacciones de transferencia electrénica
(TE), lo que le vali6 el Premio Nobel de Quimica en 1992°%%7. Esta teoria ha sido
aplicada con éxito para estudiar procesos de TE en sélidos, electrodos, pequeiias
moléculas en solucién y para reacciones de TE en sistemas biolégicos”1%. De

8
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acuerdo a esta teoria, la velocidad de transferencia electrénica (krg) se puede

describir mediante la siguiente ecuacién:

Ecuaci6n 1-1

4773 o[- (AG°— 2)2]
kre = (m) |Higlel — 4*ksT

La kg depende de tres factores principales. Hyp representa el acoplamiento
electrénico dador-aceptor a una determinada distancia. En el caso de proteinas, la
transferencia electrénica a largo alcance no involucra solapamiento directo de
orbitales entre el dador y el aceptor, por lo cual suele denominarse término de

10102 AG® es la fuerza termodindmica impulsora de la

stper-intercambio
reaccién, que depende de la diferencia en los potenciales de reduccién entre el
dador y el aceptor. A es la energia de reorganizacion, vinculada con la energia libre
de activacién de proceso, que tiene en cuenta el reordenamiento de los nticleos

cercanos al centro redox en los distintos estados de oxidacién’"1%.

Segiin la Ecuacién 1-1, la velocidad, kg, serd mdxima cuando A = - AG®.
Dado que las sucesivas reacciones de transferencia electrénica en una cadena
tienen lugar con un AG® ~ 0, de modo de optimizar su eficiencia, la maximizacién
de kpg suele lograrse disminuyendo el valor de A, lo que estructuralmente se
traduce en la minimizacién de los cambios de geometria entre los estados oxidado
y reducido del dador y el aceptor de electrones, es decir contando con sitios de TE
rigidos. Por otra parte, un mayor acoplamiento electrénico (Hap) también

redundari en un aumento de la velocidad de transferencia electrénica.

En el caso del centro Cuy, se ha postulado que el mismo tiene una alta
eficiencia para la TE debido a una baja energia de reorganizacién (A) y a su
particular estructura electrénica. Harry Gray y colaboradores sugirieron que el
valor bajo de A es debido a que la estructura Cuz-S; rémbica del sitio (Figura 3)
provee una rigidez que resulta en una geometria idéntica en la formas reducida
Cu™-Cu*! y oxidada Cu*®-Cu*®!® Por otro lado, el grupo de Ed Solomon ha

sugerido que la estructura electrénica inusual del centro Cuy en su estado oxidado

un



es debida a la alta covalencia de los enlaces S(Cys)-Cu, que favoreceria un mayor
acoplamiento electrénico (Hap) a través de los ligandos de Cys para la
transferencia electrénica a distancia'*>'**!%. Sin embargo, el camino mds corto
para la transferencia electrénica a través del sitio Cuy no tiene lugar a través de

los residuos de Cys unidos a los iones cobre®*!%17,

Nuestro grupo ha postulado recientemente que la estructura electrénica del
sitio Cuy en su forma oxidada puede ser descripta mediante dos niveles
electrénicos de simetria o, y m,* en equilibrio a temperatura ambiente, que
actuarian como dos estados fundamentales alternativos para la transferencia

106

electrénica (Figura 5) Hemos propuesto que este equilibrio, que puede

modularse mediante ligeras perturbaciones, seria responsable de la alta eficiencia
106

del centro en la transferencia electrénica a distancia'*'®®. Este concepto se

desarrollari en detalle en el Capitulo 4.

Figura 5. Diagrama esquemitico de los orbitales atémicos del carozo Cu,S, que dan lugar a los orbitales

moleculares correspondientes a los niveles 6,* y 7, del centro Cu,.

1.4. Eleccion del sistema de estudio

Los estudios espectroscépicos del centro Cuy en las oxidasas completas se
ven dificultados no solamente por tratarse de proteinas integrales de membrana,
sino por el hecho de que la presencia de distintos cofactores metdlicos, en
particular los grupos hemo, oscurece las caracteristicas de este sitio de cobre. Por
otra parte, esto también dificulta la realizacién de estudios bioquimicos o
biofisicos para estudiar in vitro el ensamblado del sitio metdlico y la interaccién
con proteinas metalochaperonas. Este tipo de estudios, en cambio, pueden ser

realizados si se dispone de una forma soluble y estable de la subunidad COX II,

10
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que es relativamente pequeria (14-20 kDa) y posee solamente el cofactor metdlico
Cu,. Sin embargo, casi todos los intentos de obtener una forma soluble de COX II

provenientes de distintas oxidasas han sido fallidos.

Al momento solamente se ha logrado purificar en forma soluble las
subunidades COX II de cuatro oxidasas bacterianas: Bacillus subtilis’”,
Paracoccus  denitrificans''®,  Synechocystis PCC 6803 %y  Thermus
thermophilus®®. Nuestro grupo utiliza el dominio soluble de la subunidad COX II
de la citocromo c¢ oxidasa ba; de la bacteria Thermus thermophilus como modelo
de estudio del centro Cuy Esta subunidad ha sido utilizada para estudiar el efecto
de mutaciones en la estructura electrénica y funcionalidad de este sitio metélico,
el impacto del mismo en la estructura proteica, y el papel bioquimico de distintas
metalochaperonas en su biogénesis“’so’106'111'1 % Esta proteina, al provenir de un
organismo termofilo, presenta una alta estabilidad en solucién y tolera un gran

niimero de mutaciones.

Nuestro grupo, empleando este dominio soluble, pudo determinar que la
proteina Scol de Thermus thermophilus, tiene actividad tiol-disulfuro
oxidorreductasa sobre COX II y por lo tanto es la encargada mantener las Cys del
centro Cuy en su forma reducida, mientras que una proteina periplasmaética
PCu,C es la encargada de transferir los iones Cu a la proteina COX II (Figura 6)*°.
Se ha demostrada que las propiedades funcionales de las proteinas Sco se
encuentran en sus dominios solubles y que la regién transmembrana sélo tiene la
funcién de anclaje de las mismas, por lo que trabajar con los dominios solubles de
todas las proteinas involucradas en el proceso in vitro permite extrapolar los

resultados al mecanismo in vivo .

Asimismo, la estructura electrénica del sitio Cu, también ha sido estudiada
en proteinas quiméricas en las cuales se ha reconstituido este sitio por ingenieria,

como la quinol oxidasa de Escherichia coli (CyoA)'®, la proteina azul de cobre

121

azurina de Pseudomonas aeruginosa (Cus-azurin) <, la proteina azul de cobre

2

amicianina de Paracoccus denitrificans'® y de Thiobacillus versutus (Cuy

amicyanin)'® y hasta en una proteina helicoidal '**. Sin embargo, solamente el

11
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uso de subunidades solubles de oxidasas como sistema modelo permite estudiar
interacciones con otras proteinas de manera confiable, y estas quimeras revisten
valor solamente en funcién de la estrategia de ingenieria proteica de sitios
metdlicos. En este trabajo de Tesis, por lo tanto, se utiliza la subunidad soluble

COX II de la oxidasa ba; de Thermus thermophilus.

r y
CITOPLASMA A %

Figura 6. Diagrama del mecanismo de ensamblado del centro Cu en 7. thermophilus. Scol tiene
actividad tiol-disulfuro oxidorreductasa sobre COX II, para que PCu,C pueda transferir los iones Cu(I) a la
oxidasa.

1.5. Objetivos
El mecanismo bioquimico de ensamblado del centro Cuy en bacterias pudo
dilucidarse mediante el uso de la subunidad COX II de Thermus thermophilus
(Figura 6). En cambio, el mecanismo de ensamblado del sitio Cuy mitocondrial no
habfa podido ser encarado debido a la ausencia de un sistema modelo que
permitiera el estudio molecular de este proceso in vitro. Las proteinas Scol y

Sco2 han sido identificadas como los dltimos factores implicados en el

12
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ensamblado del sitio Cuy, pero su funcién especifica, y por lo tanto el mecanismo
bioquimico, es atin desconocido (Figura 7). Por lo tanto, en este trabajo de Tesis
nos propusimos como Objetivo Principal dilucidar este mecanismo mediante el

disefio de un sistema modelo que permita estudiar in vitro dicho proceso.

CITOPLASMA

MATRIZ

Figura 7. Posibles funciones de las proteinas Sco en el ensamblado del sitio Cu, mitocondrial.

Para lograr el mismo, nos propusimos los siguientes Objetivos Especificos:

- Obtener un modelo minimo del dominio soluble de la proteina COX II
humana, que se pueda expresar de manera soluble y estable;

- Estudiar por diferentes espectroscopias el centro Cu, de esta proteina
quimérica en su forma oxidada para evaluar su estructura electrénica; y

- Estudiar el rol de las posibles metalochaperonas Scol y Sco2 en el
ensamblado del centro de Cuy mitocondrial mediante técnicas bioquimicas y

biofisicas a fin de poder asignar la funcién de cada una de ellas.

13
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[Capitulo 2. Materiales y métodos

f’ 2.1. Plasmidos, bepas, y'medios'”de cultiVb utilizados
E 2.1.1.Plasmidos
- pET-9a-Cuy,WT-T9: Plasmido con casette de resistencia a Kanamicina,
presente en el laboratorio al comienzo de esta tesis, permite expresar el fragmento
soluble de la subunidad II de la citocromo ¢ oxidasa ba3 de Thermus thermophilus

mediante un promotor especifico para la ARN polimerasa del bacteri6fago T7.

- Serie pET-9a-CuyM160X-T9: Plasmidos derivados del pET-9a-Cuy,WT-T9
que permiten expresar el fragmento soluble de la subunidad II de la citocromo ¢
oxidasa ba3 de Thermus thermophilus con el residuo de Met160 sustituido por

uno de los otros 19 residuos.

- pHisParallel2-7¢Scol: Plasmido con casette de resistencia a ampicilina,
provisto por Dennis Winge (University of Utah), permite expresar el fragmento
soluble de la proteina Scol de Thermus thermophilus mediante un promotor
especifico para la ARN polimerasa del bacteriéfago T7. La proteina recombinante
es expresada como fusién a una cola de His, seguida de un espaciador reconocido
por la proteasa rTEV (del virus Etch de Tabaco). Esta cola de His, facilita la
purificacién y es eliminada por digestion con proteasa rTEV, disponible

comercialmente y posible de producir en el laboratorio.

- Serie pUC-57-Quimeras: Plasmidos con casette de resistencia a
Ampicilina, conteniendo los genes sintéticos de las mutantes quiméricas

comprados a la empresa GenScript.

- Serie pET-9a-Quimeras: Plasmidos derivados del pET-9a-CuyWT-T9 que
permiten expresar las proteinas quiméricas correspondientes a los genes clonados

dentro de los vectores pUC-57.

- Serie pET-G30a: Plasmidos con casette de resistencia a Ampicilina

provistos por el grupo de Lucia Banci (CERM-Universidad de Florencia), para la

14
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expresion de los dominios solubles de las proteinas Sco humanas con fusién a

GST-His; seguido de una secuencia de reconocimiento para la proteasa rTEV.

| 2.1.2.Cepas
- E. coli IM109 (recAl endAl thi hsdR17 (lacproAB)/F’ traA36 (lacZ) M15

proAB)

- E. coli DH5a (fhuA2 lac(del)U169 phoA ginV44 @80' lacZ(del)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17)

- E. coli BL21(ADE3) (thuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS. ADE3 =
AsBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Aninb). Esta cepa contiene
el gen de la enzima ARN Polimerasa del fago T7, bajo el control de un promotor

inducible por lactosa o por Isopropil-Tio-B-D-Galactopiranésido (IPTG).

Empleada para la sobreexpresion de las proteinas 7tCu,, 7tScol y
proteinas quiméricas. Cuando esta cepa es transformada con un vector que
contiene un promotor especifico para la ARN Polimerasa de T7 se obtiene una
cepa que puede expresar fuertemente el gen ubicado corriente abajo del
promotor, de manera controlada: el experimentador decide en qué momento
inducir la expresién, por agregado de IPTG o lactosa al medio de cultivo. En caso
de trabajar con cultivos marcados con °C, sélo debe utilizarse IPTG ya que la
lactosa seria consumida por las bacterias introduciendo carbono no marcado a las

rutas biosintéticas.

Debido a que el promotor utilizado es muy fuerte, una vez inducido éste,
toda la energia de la célula se consume en la sintesis de la proteina recombinante.
Por esto, la induccién debe ser realizada cuando el cultivo se encuentra en su fase
exponencial de maximo crecimiento (dispersion 6ptica a 600 nm de entre 0,6 y 1

unidades, dependiendo de cada sistema).

- E. coli CA1 (F - ompT hsdSB (rB- mB-) gal dem (DE3)) Cepa empleada
para la sobreexpresion de la quimera Hs-i. Esta cepa contiene el gen de la enzima
ARN Polimerasa del fago T7, bajo el control de un promotor inducible por lactosa

o por IPTG.
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- E. coli C43 (F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dem (DE3)) Cepa empleada
para la sobreexpresién de la quimera Hs-i. Esta cepa contiene el gen de la enzima

ARN Polimerasa del fago T7, bajo el control de un promotor inducible por lactosa
o por IPTG.

-E. coli BI121-Gold (F- dem+ Hte ompT hsdS(rp- mp-) gal . (DE3) endA Tet')
Cepa empleada para la sobreexpresiéon de los dominios solubles de Scol y Sco2
humanas. Esta cepa contiene el gen de la enzima ARN Polimerasa del fago T7,

bajo el control de un promotor inducible por lactosa o por IPTG.

-E. coli B834 (DE3) (gal hsdS Bmet ompT) cepa auxétrofa para Met
empleada para la expresién de proteinas marcadas especificamente en *C Metil —
L — Met. Esta cepa contiene el gen de la enzima ARN Polimerasa del fago T7, bajo

el control de un promotor inducible por lactosa o por IPTG.

§ 2.1.3.Medios de cultivo

- Medio de cultivo liquido Luria-Bertani (Peptona de Caseina 1 %, Extracto

de Levadura 0,5 %, NaCl 0,5 %) y medio de cultivo sélido Luria-Bertani (Peptona
de Casefna 1%, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 0,5 %, 1 % agar-agar). Este medio

fue utilizado para obtener muestras de proteina sin marca isot6pica.

- Medio de cultivo liquido para marcaje uniforme con N y/o *C: Se utilizé
el medio minimo M9 (KH2PO4 84,4 ¢/LL y KCl 6,32 g/L, llevado a pH 7,5 con
NaOH) complementado con glucosa como fuente de carbono (4 g/L, marcada
uniformemente en C cuando necesario) y CINH; (1,0 gL, marcado en N

cuando necesario).

- Medio de cultivo liquido para marcaje uniforme con >C Metil — L — Met:
Se utilizé el medio minimo M9, empleando glucosa sin marca isotépica como
fuente de carbono (2 g/I.) y (NI4)2SO4 sin marca isotépica como fuente de
nitrégeno (1,2 g/L), complementado con 50 mg/L de > Metil — L — Met.

- Métodos de seleccién: en cada caso, se agregé a los medios de cultivo
el/los antibiético/s correspondiente/s. Las concentraciones finales usadas fueron:

ampicilina, 150 pg/ml; kanamicina: 50 pg/ml.
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2.2. Técnicas de Biologia Molecular y Purificacion de Proteinas

.2.1. Purificaciones de ADN plasmidico

Las purificaciones de ADN plasmidico fueron realizadas utilizando el

sistema comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification® (Promega).

_ 2.2.2.Purificacién de ADN a partir de geles de agarosa
Las purificaciones de ADN a partir de geles de agarosa fueron realizadas

utilizando el sistema comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega).

" 2.2.3.Transformacién de E. coli con plasmido superenrollado mediante
 tratamiento con CaCl;

La transformacién de células de E. coli se realiz6 mediante el protocolo

detallado a continuacién:

1. Crecimiento durante 16hs a 37°C de una colonia de E. coli
BL21(ADE3) en 2mL de medio liquido Luria-Bertani en agitacién

constante (180-250r.p.m.). (Cultivo 1)

2. Crecimiento durante 90 min a 37°C de dilucién 1:100 de Cultivo 1
saturado en medio liquido Luria-Bertani fresco (10mL) en agitacién
constante (180-250r.p.m.). (Cultivo 2)

3. Fraccionado de Cultivo 2 en alicuotas de 1ml, usadas para
transformaciones independientes.

4. Centrifugado durante 2 min a 1700r.c.f. a 4°C y descartado de

sobrenadante

Resuspensién de pellet celular en 500pL de CaCl2 0,1M estéril, frio.

W

6. Centrifugado durante 2 min a 1700r.cf. a 4°C y descartado de
sobrenadante

7. Resuspensién en 100 pL de CaCl2 0,1M estéril, frio.

8. Agregado de 1pL de pldsmido superenrollado (al menos 50ng/ul) e
incubado en hielo durante 1h.

9. Choque térmico de 90 s a 42°C e incubado en hielo por 2 min.

17

MV



10.Agregado de medio de recuperacién SOC (300-1000uL (Triptona 2%,
Extracto de Levadura 0,5 %, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl2 10mM,
MgSO4 10mM, Glucosa 20mM) e incubado por 1h a 37°C en
agitacion constante (180-250r.p.m.) para permitir la recuperacién de
las células.

11.Sembrado de 100 uL de las células en medio Luria-Bertani sélido
suplido con el antibiético correspondiente, de acuerdo al gen de
resistencia presente en el pldsmido con el que se transformé.

1 2.2.4. Transformacién de E. coli con productos de ligacién mediante
tratamiento con CaClI2

Se procede de igual manera que la para la transformacién con pldsmido

superenrrollado con sélo una diferencia en los pasos 7 y 8.

7'. Resuspensién de las células en SouL de CaCl, 0,2M estéril, frio.
8'. Agregado de S0ul de producto de ligacién e incubado en hielo

durante 1h.

| 2.2.5.Digestién de ADN con endonucleasas de restriccién

Para la digestién de ADN plasmidico se emplearon enzimas de restriccién
de Promega o FastDigest® de Fermentas. Se utilizaron las condiciones de digestién

recomendadas por cada proveedor.

Las reacciones de corte para chequeos se realizaron en un volumen final de
20 pL, utilizando 0,5 pL de la solucién de enzima, 2 pL de ADN plasmidico (con
una concentracién aproximadamente 100 ng/pL) y 2 pL del medio de reaccién

10X correspondiente.

Los cortes realizados con fines de clonado se llevaron a cabo en un
volumen final de 50 pL, utilizando 10 pL de ADN plasmidico, 2 pL de solucién de
enzima y S5 pL del medio de reaccién correspondiente. Para ambos casos, las
digestiones se incubaron a 37°C durante 25 minutos (para las enzimas Fast

Digest) o 2 horas (para enzimas Promega).
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En el caso que fue necesario digerir una molécula de ADN con dos enzimas
de restriccién (BamHI y Ndel), las mismas eran activas en el mismo medio de

reaccién, por lo que fue posible hacer un corte simultineo con ambas enzimas

§ 2.2.6. Reacciones de ligacién
Las ligaciones de los fragmentos de ADN se realizaron con la enzima T4

ADN ligasa, de acuerdo a las indicaciones del proveedor (Promega).

Se usé una concentracién molar del fragmento 3 veces mayor a la del
vector, para tratar de minimizar la religacién del mismo, en un volumen final de
S0 pl. Se realizaron controles de religacién del vector, sin el agregado de inserto.
Las reacciones se llevaron a cabo a 4 °C durante 16hs. En todos los casos se
realizaron ligaciones direccionales. Para evaluar la eficiencia de corte de cada una
de las enzimas de restriccién empleadas y la eficiencia de la reaccién de ligacién,
se realizaron pruebas de religado donde el vector se traté con una sola enzima de
restriccién. Este vector linealizado se someti6 a la reaccién de ligacién y se realizé

en paralelo un control sin ligasa.

| 2.3.Expresion y purificacién del fragmento soluble de la subunidad II de la COX

-« ba3 de Thermus thermophilus, silvestre o mutante, en forma metalada o no

metalada, sin marca isotdpica.

é 2.3.1. Sobreexpresion de proteinas TtCu, y Tt3L
Para la sobreexpresién y purificacién de las proteinas 7¢Cuy y Tt3L en su

forma Apo-Reducida se procedié en primer lugar a transformar la cepa de £. coli
BL21(ADE3) con el vector pET-9a correspondiente, de acuerdo al protocolo

descripto en 2.2.3

1. Inoculado en 10mL de medio liquido Luria-Bertani suplido con
kanamicina 50 pg/ml de una colonia transformante aislada y
crecimiento durante 16hs a 37°C con agitacién constante (180-

250r.p.m.)
2. Inoculado de Cultivo 1 en 1L (erlenmeyer de 5-6L) de medio liquido

Luria-Bertani suplido con kanamicina 50 pg/ml.
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Crecimiento a 37°C con agitacién constante (180-220r.p.m.) hasta

alcanzar valor de densidad 6ptica a 600nm de entre 0,6-0,8 u.a.

4. Agregado de IPTG, concentracién final 1mM.

S. Crecimiento a 30°C con agitacién constante (180-220r.p.m.)

durante 12-16hs.

6. Centrifugado de cultivo a 4000r.c.f. y descartado de sobrenadante.

7. Resuspensién del pellet celular en Tris 50 mM pH 8 (tipicamente

8.

entre 30 y 40 mL de volumen final).

Congelado de células resuspendidas a -20°C.

2.3.2. Purificacion de proteinas TtCus y Tt3L en su forma Apo

A partir de los cultivos con proteina sobreexpresada congelados a -20°C se

procedi6 a la purificacién de las proteinas Apo-Reducida siguiendo el siguiente

protocolo:

Descongelado de células y sonicado de la células en frio mediante 5-
10 pulsos de 30s a una potencia de 40 Watts (Sonicador Branson
modelo 250), con pausas de 60s entre pulsos para evitar

sobrecalentamiento del lisado.

2. Centrifugado del lisado durante 30 min a 20000r.c.f., a 4°C.

3. Precipitacién por calor del sobrenadante en bafio termostatizado a

o4

50-55 °C, durante 15 min.

Centrifugado por 30 min a 20000r.c.f. para eliminar proteinas
precipitadas.

Precipitacion de ADN mediante agregado de sulfato de
estreptomicina (10mg/mL final, en frio).

Centrifugado por 30 min a 20000 r.c.f. para eliminar el ADN de la
solucién.

Fraccionamiento del sobrenadante con (NH4).SOs al 50%
(3,03g/10mL de solucién de proteina) y descarte del sobrenadante.
Resuspensién del pellet conteniendo proteina precipitada en Tris

S0mM pH 8 (tipicamente en volumen de 5 a 10 mL).
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9. Didlisis de la solucién contra buffer fosfato de potasio 50 mM pH7,5
con DTT 1mM por un periodo minimo de 2hs.

10.Sembrado en columna cargada con resina Q-Sepharose Fast Flow
(GE Healthcare®) previamente equilibrada en el buffer de didlisis.

11.Elucién y fraccionamiento de la proteina en buffer de didlisis en el
frente de corrida.

12.Chequeo de las fracciones por SDS-PAGE y concentrado de las
fracciones menos contaminadas a un volumen final de SmL.

13.Sembrado en columna de exclusién molecular Hiload-Superdex 75
16/600 (GE Healthcare®) empleando como buffer de corrida fosfato
de potasio 100mM, KCI1 100mM, DTT 1mM, pH6,0.

14.Concentrado de fracciones purificadas (0,5-1mM), congelado en

nitrégeno liquido y guardado a -20°C.

En caso de necesitar emplear a las proteinas en su forma Apo-Oxidada, se
evita el uso de DTT en las soluciones a partir del punto 9 y el fraccionamiento por
exclusién molecular se lleva a cobo cuatro dias luego del punto 12 para permitir la
oxidacién de las Cys por exposicién al aire y eliminar, de formarse, dimeros

indeseados de las proteinas 7tCu, o Tt3L. El rendimiento fue de 35mg/mL.

.3.3. Purificacion de proteinas TtCu, y Tt3L en su forma Holo

Partiendo de las células con proteina sobreexpresada como se explica en

S.III.A se procede segiin el siguiente protocolo:

1. Descongelado de células y sonicado de la células en frio mediante 5-
10 pulsos de 30 s a una potencia de 40 Watts (Sonicador Branson
modelo 250), con pausas de 60 s entre pulsos para evitar
sobrecalentamiento del lisado.

2. Centrifugado del lisado durante 30 min a 20000r.c.f., a 4°C.

3. Precipitacion de ADN mediante agregado de sulfato de
estreptomicina (10mg/mL final, en frio).

4. Centrifugado por 30 min a 20000r.c.f. para eliminar el ADN de la

solucién.
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5. Agregado de CuSOy4 a una concentracién final 1M.

6. Fraccionamiento del sobrenadante con (NH4)2SOs al S50%
(3,03g/10mL) de solucién de proteina y descarte del sobrenadante.

7. Resuspensién del pellet conteniendo proteina precipitada en Tris
50mM pH 8 (tipicamente en volumen de 5 a 10 mL).

8. Didlisis de la solucién contra buffer Acetato de sodio S0 mM pHS,0
por un periodo minimo de 2hs.

9. Centrifugado de la solucién y concentrado a un volumen final de
SmL.

10.Sembrado en columna de exclusién molecular Hiload-Superdex 75
16/600 (GE Healthcare) empleando como buffer de corrida fosfato de
potasio 100mM, KC1 100mM, DTT 1mM, pH6,0.

11.Concentrado de fracciones purificadas (0,5-1mM), congelado en

nitrégeno liquido y guardado a -20°C.

El rendimiento fue de 35mg/mL.

 2.3.4.Expresion y purificacion de la proteina TtCux y sus variantes
mutagenizadas con marca isotdpica uniforme en 15N y/o 13C o especifica en 13C
| Metil - L - Met.

El protocolo de expresién y purificacién empleado para la produccién de

proteina uniformemente marcada fue igual al descripto en la seccién 3.III.A-C
excepto por la composicién del tdltimo medio de cultivo en 3.III.A, que segiin el
tipo de marcado que se quiso obtener fue detallado en la seccién 3.1.3. El
rendimiento fue de entre 15y 20 mg/L.

. 2.3.5.Expresion y purificacién del fragmento soluble de la proteina Scol de
. Thermus thermophilus sin marca isotdpica

Se transformaron células de £. coli BL21(ADE3) con el vector pHisParallel2-
TtScol, de acuerdo al protocolo descripto en S.IL.B. La purificacién se realizé

seglin el siguiente protocolo:

1. Inoculado en 10mL de medio liquido Luria-Bertani suplido con

Ampicilina 150 pg/ml de una colonia transformante aislada y
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crecimiento durante 16hs a 37°C con agitacién constante (180-
250r.p.m.)

2. Inoculado de Cultivo 1 en 1L (erlenmeyer de 5-6L.) de medio liquido
Luria-Bertani suplido con Ampicilina 150 pg/ml.

3. Crecimiento a 37°C con agitacién constante (180-220r.p.m.) hasta
alcanzar valor de densidad éptica a 600nm de entre 0,6-0,8 u.a.

4. Agregado de IPTG, concentracién final 1mM.

5. Crecimiento durante 6-8hs. a 37°C con agitacién constante (180-
220r.p.m.).

6. Centrifugado de cultivo a 4000r.c.f. y descartado de sobrenadante.

7. Resuspensién del pellet celular en Tris 50 mM pH 8 (tipicamente
entre 30 y 40 mL de volumen final).

8. Congelado de células resuspendidas a -20°C.

9. Descongelado de las células al dia siguiente y agregado de 0,2mg de
ADNasa, PMSF a una concentracién final de 1mM, y MgCI2-a una
concentracion final de 5 mM.

10.sonicado de la células en frio mediante 5-10 pulsos de 30 s a una
potencia de 40 Watts (Sonicador Branson modelo 250), con pausas
de 60 s entre pulsos para evitar sobrecalentamiento del lisado.

11. Centrifugado del lisado durante 30 minutos a 20000r.c.f.

12.Precipitado por calor del sobrenadante en bafio termostatizado a
50-55 °C, durante 15 minutos

13. Centrifugado del lisado durante 30 minutos a 20000r.c.f.

14.Precipitacion de ADN mediante agregado de sulfato de
estreptomicina (10mg/mL final, en frio).

15. Centrifugado del lisado durante 30 minutos a 20000r.c.f.

16.Sembrado en columna cargada con resina Ni-NTA (GE Healthcare)
previamente equilibrada con buffer TRIS 50mM, NaCl 200 mM,
Glicerol 10%.

17.Lavado con buffer de equilibrado (5-10 voltimenes de columna).

18.Elucién y fraccionamiento en gradiente hasta 100% de buffer de
equilibrado con Imidazol 400mM (10 voliimenes de columna).
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19. Andlisis de las fracciones por SDS-PAGE. Fracciones enriquecidas en
la proteina de fusién fueron colectadas juntas y se agrega DTT a
concentracién final ImM y EDTA a concentracién final 0,5mM.

20.Cuantificacién por espectros de absorbancia de 340 a 240nm,

1

empleando €280nm=10555M"lem” y procesadas con 1:50mg de

proteasa rTEV.

21.Fraccionamiento y purificacién mediante un nuevo paso de
cromatografia de afinidad en matriz Ni-NTA empleando buffer Tris
50 mM pH 8, NaCl 200 mM, glicerol 10%.

22. Anilisis por SDS-PAGE de las fracciones. Agregado de DTT 1mM y

concentrado de las fracciones de mayor pureza.

El rendimiento de estos protocolos de purificacién promedié los 50 mg de

proteina por litro de cultivo.

. 2.3.6.Expresién y purificacién del fragmento soluble de las proteinas Scol y
co2 humanas sin marca isotépica

Se transformaron células de E. coli BL21(ADE3)-Gold con el vector pET-
G30A-Scol/2, de acuerdo al protocolo descripto en 5.IL.LB. La purificacién se

realizé segtin el siguiente protocolo:

1. Inoculado en 10mL de medio liquido Luria-Bertani suplido con
Ampicilina 150 pg/ml de una colonia transformante aislada y
crecimiento durante 16hs a 37°C con agitacién constante (180-
250r.p.m.)

2. Inoculado de Cultivo 1 en 1L (erlenmeyer de 5-6L) de medio liquido
Luria-Bertani suplido con Ampicilina 150 pg/ml.

3. Crecimiento a 37°C con agitacién constante (180-220r.p.m.) hasta
alcanzar valor de densidad 6ptica a 600nm de entre 0,6-0,8 u.a.

4. Agregado de IPTG, concentracién final 0,7mM.

S. Crecimiento durante 12-16hs. a 30°C con agitacién constante (180-
220r.p.m.).

6. Centrifugado de cultivo a 4000r.c.f. y descartado de sobrenadante.
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7. Resuspensién del pellet celular en Tris 20 mM, NaCl 500mM,
Imidazol 6mM, pH 8 (tipicamente entre 30 y 40 mL de volumen
final).

8. Congelado de células resuspendidas a -20°C.

9. Descongelado de las células al dia siguiente y sonicado de la células
en frio mediante 10 pulsos de 30 s a una potencia de 40 Watts
(Sonicador Branson modelo 250), con pausas de 60 s entre pulsos
para evitar sobrecalentamiento del lisado.

10. Centrifugado del lisado durante 30 minutos a 20000r.c.f.

11.Sembrado Hi-Trap Chelating cargada con Zn*> (GE Healthcare)
previamente equilibrada con buffer Tris 20 mM, NaCl 500mM,
Imidazol 6mM, pH 8

12.Lavado con buffer de equilibrado (5-10 voldmenes de columna).

13.Elucién y fraccionamiento en gradiente hasta 100% de buffer de
equilibrado con Imidazol 400mM (10 voldmenes de columna).

14. Analisis de las fracciones por SDS-PAGE. Fracciones enriquecidas en
la proteina de fusién fueron colectadas juntas y se adiciona DTT a
concentracién final ImM y EDTA a concentracién final 0,5mM.

15. Cuantificacién por espectros de absorbancia de 340 a 240nm,

1 para Scol y Sco2

empleando  €250,m=66615 y 65125M'em
respectivamente y procesadas 2hs. A Temperatura ambiente con
1:100mg de proteasa rTEV por mg de proteina de fusién.

16.Dialisis durante 2hs contra buffer Tris 20 mM, NaCl 500mM, pH 8

17.Fraccionamiento y purificaciéon mediante un nuevo paso de
cromatografia de afinidad en matriz Ni-NTA empleando buffer Tris
20 mM, NaCl 500mM, Imidazol 6mM, pH 8.

18. Andlisis por SDS-PAGE de las fracciones. Agregado de DTT 5mM y

concentrado de las fracciones de mayor pureza.

El rendimiento de estos protocolos de purificacién promedi6 los 50 mg de

proteina por litro de cultivo.
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.3.7.Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
_ desnaturalizantes

Las muestras de proteina fueron incubadas en solucién de siembra (glicerol
5%, SDS 2%, , azul de bromofenol 0,1mg/ml) con el agregado de B-mercapto-etanol

0,1% o DTT 10mM en los casos que se requerian condiciones reductoras.

Las muestras fueron posteriormente centrifugadas a maxima velocidad en
microcentrifuga a temperatura ambiente. Las muestras y el marcador de masa
molecular se sembraron en cantidades tales que las bandas contuvieran
aproximadamente 1 pg de proteina, en calles separadas de un gel de
concentracién (Poliacrilamida 4,5 % en Tris:HC1 0,126 M, pH 6,8, SDS 0,26 %
(p/v)), el cual era seguido por un gel de separacién (Poliacrilamida 16 %, Tris:HCI
0,36 M, pH 8, SDS 0,26 % (p/v)). El sistema de electroforesis empleado fue el
Miniprotean III, de Biorad. La corrida se realiz6 utilizando como solucién tampén
una solucién de Tris 0,3 % (p/v), glicina 1,44 % (p/v), y SDS 0,1% (p/v), aplicando
una corriente constante de 35 mA. Luego de la corrida, los geles fueron fijados
durante 10 minutos con una solucién de etanol:dcido acético:agua (25:10:75), y
tefiidos durante 30 minutos con una solucién de azul de Coomassie R250 al 1 %
(p/v) en etanol:4dcido acético:agua (50:10:40). La decoloracién del gel se llevé a
cabo mediante lavados sucesivos con etanol:dcido acético:agua (25:10:75)83 o

mediante lavados con agua a 100°C.

§ 2.4. Técnicas para el manejo de las muestras de proteina

§ 2.4.1. Cuantificacién de proteinas

La concentracién de proteinas fue determinada a partir de espectros de
absorcion electrénica. Para muestras de Cu,, el espectro se registré entre 240 y
1300nm sobre alicuotas de proteina metalada. Esto permitia controlar el estado de
la proteina en lo que respecta al contenido de metal a partir de la relacién de
absorbancias a 280 nm y 480 nm (que debe ser de 7,5-10 segiin la proteina). Para

muestras de 7tCu, y mutantes M160X se us6 un €s0m de 20000 Mlem™? y para la

proteina Tt3L 20065 M em™.
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Para muestras de proteina Sco, el espectro se registré entre 240 y 340 nm,
y la concentracién se obtuvo midiendo la absorbancia a 280 nm y aplicando un
coeficiente de extincién molar de 10555 M'em™ para TtScol, 20525M'em™ para

Scol y 19035M ™ em™ para Sco2.

Estos coeficientes fueron calculados a partir de la secuencia primaria de la

proteina’®.

 2.4.2.Determinacién del contenido de Cu de preparaciones de enzimas
mediante PAR

El 4-(2-piridilazo)-resorcinol (PAR) es un compuesto quelante de cationes
divalentes que posee la propiedad de modificar sus propiedades espectrales frente

a la unién de metales.

En su forma libre posee un méximo de absorcién a 414 nm, mientras que al
estar unido a Cu(Il) el mismo se ubica a 515 nm. Las muestras para la
cuantificacién de Cu se prepararon con una concentracién final de proteina de 3 y
6pM en un medio conteniendo cloruro de guanidinio 4M, PAR 100 pM y Hepes
10mM pH 7,5 .

Se realiz6 un blanco con la misma composicién a excepciéon de la proteina.
Luego de 5 minutos de incubacién, se registr6 el espectro de absorcién de cada
muestra entre 300 y 600 nm, y-a cada uno se le rest6 el espectro correspondiente

a la solucién blanco.

Para asegurarse que todo el Cu se encuentre en el estado de oxidacién
Cu(Il), las muestras fueron hervidas durante 10min y se repitieron los espectros

de absorcién.

Para realizar la cuantificacién se realizé una curva de calibracién en el
rango de concentraciones de Cu(II) de 0 a 20 pM, a partir de la cual se interpolé la

concentraciéon de Cu correspondiente al valor de absorbancia diferencial

observado a 515 nm para la muestra. Para calcular el nimero de iones Cu por

molécula de proteina se dividié la concentracién de éstos por la de la proteina

empleada.
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2.4.3. Concentracién de proteinas y cambios de solucién amortiguadora
_ mediante diafiltracion

Para concentrar soluciones de proteina se utilizaron dispositivos de
diafiltracién Centricon® (EMD Millipore) con un valor de corte de 10 kDa, en sus

versiones de 4 o 15 ml segiin el volumen de trabajo.

Para cambiar los buffers de las distintas proteinas se procedié empleando

cuatro alternativas diferentes segiin el trabajo a realizar.

1. Cambio de buffer mediante didlisis, empleando tubos de didlisis
(Sigma-Aldrich) de corte 12kDa, empleando al menos 100
voliimenes de buffer de didlisis.

2. Cambio de buffer por diafiltracién, empleando los concentradores
amicon, las muestras se concentran hasta un volumen de 200-
400uL y se agregan 10-20 voliimenes del buffer de experimentacién.
Este procedimiento se repite 3-4 veces para asegurar el correcto
cambio de buffer.

3. Cambio de buffer por desalado, empleando columnas PD-10
desalting o 16/100 desalting (GE Healthcare). Las columnas fueron
equilibradas con el buffer de experimentacién, luego se sembré la
solucién de proteina concentrada en un volumen adecuado segtin la
columna (<2,5mlL para PD-10 y <10mL para 16/100 desalting). La
proteina eluye en el frente de corrida quedando en el buffer de
experimentacion.

4. Cambio de buffer por liofilizado y resolucién en buffer de
experimentacién. Para realizar este procedimiento en primer lugar
las muestras fueron pasadas a buffer acetato de amonio pl7.0
mediante desalado. Luego fueron liofilizadas y resuspendidas en el

buffer de experimentacién.

@ 2.4.4. Titulaciones involucrando muestras de proteina con tioles libres

En las titulaciones que involucraron muestras de proteina con tioles libres,
estas fueron siempre manipuladas en atmésfera reductora (mezcla de N»:H, 95:5)

dentro de una caja de anaerobiosis conteniendo 2 catalizadores de paladio para la
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eliminacién de cualquier traza de oxigeno presente en el ambiente por reaccién

con hidrégeno.

Las soluciones de trabajo fueron desoxigenadas mediante venteo nitrégeno
gaseoso durante 12-16hs en agitacién a temperatura ambiente, en botellas selladas

con septos de goma.

% 2.4.5. Titulaciones por pH
Las titulaciones por pH fueron realizadas sobre muestras preparadas en

buffer TAPS, que consiste en Tris, Acetato y Fosfato en concentracién de S0 mM
cada uno, con 100 mM de KCI como amortiguador de cambios en la fuerza i6nica.

Este buffer permite trabajar en un rango de pH de 3 hasta més de 11.

§ 2.5. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) realizados en
Rosario se registraron en un equipo Bruker Avance II 600 (frecuencia de protén
de 600,13 MHz), mientras que los adquiridos en el Centro de Resonancia
Magnética de Florencia, Italia, fueron obtenidos mediante equipos Bruker Avance
Il y Avance III con campos de 500, 600, 900 y 950 MHz (frecuencia de 'H). Las
muestras de proteina fueron siempre preparadas en el buffer apropiado para cada
una, con una concentracién total de sal de hasta 200 mM y entre 10% y 100% de
D20.

' 2.5.1. Espectros HSQC de correlacién *H, 15N

El experimento HSQC (pos sus siglas en inglés [Heteronuclear Single
Quantum Coherence) resulta en un espectro bidimensional con un eje para el
desplazamiento quimico de 'H y otro para el desplazamiento quimico de un
heteroniicleo, comtnmente G o *N. El espectro presenta una sefial para cada

par de niicleos 'H-X que se encuentren unidos por un enlace.

Béasicamente, este experimento comienza con la excitacién de las
resonancias de 'H, luego la magnetizacién es transferida mediante un INEPT

modulado por 2J al heteroniicleo, donde evoluciona generando la dimensién
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indirecta. Un segundo INEPT devuelve la magnetizacion a las coherencias

detectables de 'H y la dimensién directa es adquirida.

En particular, el experimento HSQC donde el heteronticleo es N y se
ajusta los pasos de INEPT a un 2J de 90 Hz (igual a la constante de acoplamiento
promedio entre H y N peptidicos) resulta en un experimento 'H-">N HSQC que
presenta la correlacién entre el nicleo de 'H y el de N de cada enlace peptidico
de la proteina. Si las moléculas de proteina de la muestra estdn bien plegadas y la
proteina no es excesivamente grande, estos crosspeaks resultan relativamente
angostos y dispersos, de manera que se observa pricticamente uno por cada
residuo de la proteina (exceptuando los residuos de prolina que carecen de H

amidico, y aquellos residuos de regiones muy méviles).

Los espectros 'H,”>N HSQC pueden registrarse sobre muestras de proteina
enriquecidas en °N con buena resolucién y alta relacién sefial:ruido en tiempos
relativamente cortos, atin a concentraciones no muy altas, rondando los 10-40
minutos la adquisiciéon de un espectro con buena resolucién en la dimensién
indirecta y alta relacién sefial:ruido sobre una muestra de proteina de
concentracién 300 pM en un equipo de 600 MHz sin criosonda. La posibilidad de
extraer informacién a nivel de residuos y la velocidad con que se pueden adquirir
y procesar estos espectros, sumado al relativamente bajo costo de producir
protefnas enriquecidas en °N, hace de estos experimentos ideales para seguir
titulaciones con ligandos pequefios e inclusive con otras proteinas, para estudiar
el efecto del pH, temperatura o fuerza iénica sobre una protefna o sobre complejos
de proteinas, para controlar el estado de las muestras antes de otros estudios mas

complejos, costosos y largos, etc.

Para registrar estos espectros se emplearon las secuencias HSQC ECHO /
ANTIECHO (programa hsqcetf3gpsi de Bruker) implementadas en una sonda TXI
con un pulso de 'H de entre 9 y 11 ps a 10 W, se emple6 un tiempo de espera
entre repeticiones de 1 segundo con 128 — 256 puntos de resolucién en la
dimensién indirecta, y 1024 puntos en la dimensién directa. El niimero de

acumulaciones vari6 entre 4 y 96 segiin la concentracién de la muestra (Tabla 1),
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tipicamente entre 200 y 1000 pM. Para registrar y procesar estos espectros se
utiliz6 el programa TopSpin de Bruker (versiones 1.3 a 2.1). El andlisis fue llevado
a cabo empleando mayormente el programa CCPNmr*?°.

Tabla 1. Pardmetros empleados para los espectros HSQC en las titulaciones con las proteinas Cu(I)-
Sco

Espectro Cu(l)-Sco

Opp: 8)
30ppm, 256 (128)
*Sc muecstra cl ancho cspectral, los puntos rcales adquiridos los empleados cn ¢l procesamiento del espeetro
entre ().° Centrado a 4,7ppm. *Centrado a 119ppm.

2.5.2. Experimentos y analisis de datos para la asignacion de las resonancias de
H, 15N y 13C en Tt3L

Con el fin de asignar las sefiales de 'H, *C y °N del esqueleto peptidico de

Tt3L se adquirieron los espectros tridimensionales HNCA, HN(CO)CA, HNCO,
HN(CA)CO, HNCACB, CBCA(CO)NH. Todos estos espectros fueron adquiridos a
298 K en un equipo de 600 MHz equipado con una sonda de triple resonancia TXI
empleando los pardmetros detallados en la Tabla 2. Para adquirir y procesar estos
espectros se utilizé el programa TopSpin versién 2.1 de Bruker; y para analizarlos

se utiliz6 el programa CARA’.

Tabla 2. Pardmetros de adquisicién empleados para los espectros de asignacién de la proteina Tt3L

Experimento Secuencia de pulso H* BN* Bex NS

loppm, 1024 o pm, 40(128) 32ppm, 96/(256) 16

5]
16ppm, 1024 80ppm, 128
HNCACB hnecacbgp3d (1024) 32ppm, 46 (128) (256) &2

*Se muestra el ancho espectral, los puntos reales adquiridos los empleados en el procesamiento del espectro

entre ()
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_ 2.5.3.Experimentos ajustados para la deteccién y asignacién de sefiales
. paramagnéticas en 1H

Todos estos experimentos fueron realizados en un equipo de 600,13 MHz

(frecuencia de 'H) equipado con una sonda TXI, con un pulso de 90° en el canal
de 'H de entre 7 y 9 ps a 20 W. Los espectros de 'H ajustados para la deteccién de
sefiales paramagnéticas entre 35 y 10 ppm fueron adquiridos mediante
presaturacién de la sefial de agua en una ventana de 48 kHz con un tiempo de

reciclo total de 100-200ms.

Los espectros ajustados para la deteccién de sefiales de las sefiales mas
alejadas de la regiéon diamagnética fueron adquiridos mediante la secuencia
SuperWEFT'?® ( Water Elimination Fourier Transform, cuya secuencia de pulsos
DO — 7t — Drec — /2 — Adquisicién intenta cancelar las sefiales de relajacién lenta)
en una ventana de 360 kHz con un periodo de recuperacién (Drec) de S ms y un
tiempo de reciclo total de 40 ms. En otras ocasiones se utilizé para adquirir estos
espectros la secuencia PASE'? (PAramagnetic Signals Enhancement, la cual
preirradia con un pulso selectivo toda la zona diamagnética saturando estas

sefiales) con una potencia de irradiacién selectiva de alrededor de 0,25 W.

Los espectros 'H,C y 'H,"®N HMQQC fueron adquiridos en ventanas
espectrales de 50 kHz en la dimensién de 'H (con 1024 puntos de resolucién) y
100 kHz en la dimensi6n indirecta (64-128 puntos). El tiempo requerido para la
transferencia de magnetizacién fue ajustado al T2 efectivo (1/Av1/2) promedio de
las sefiales de 'H, es decir cerca de 2 ms, y el tiempo de relajacién utilizado fue de
30ms™. Varios experimentos fueron registrados, variando la frecuencia central de
irradiacién en el canal del heteroniicleo intentando excitar diferentes
transiciones. Los experimentos de Transferencia de Saturacién y de NOE sobre
las sefiales de los protones B de Cys fueron realizados sobre muestras disueltas en
soluciones amortiguadoras preparadas en D-O al 100%. La proteina se encontraba
totalmente oxidada para los experimentos de NOE y parcialmente reducida para
los experimentos de transferencia de saturaciéon (10% de proteina reducida
mediante el agregado de una cantidad apropiada de ascorbato de sodio). Todos

estos experimentos fueron adquiridos con el disefio experimental previamente
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reportado110 113! jrradiando la sefial de interés por 50 ms con una potencia de

5 mW. El tiempo de relajacién fue ajustado a 10 ms.

2.5.4.Experimentos ajustados para la deteccion y asignacién directas de
sefiales paramagnéticas 13C

Todos estos experimentos fueron realizados en un equipo Bruker Avance II
de 600,13 MHz (frecuencia de 'H) equipado con sonda BBO sintonizadas a la
frecuencia de cada niicleo estudiado. Se utilizé un pulso de excitacién de 6,9 ps a
88,67 W de potencia. Las resonancias de los protones fueron desacopladas
durante la adquisicién de los espectros de '°C. Diferentes espectros fueron
registrados localizando la frecuencia central de irradiacién en diferentes
posiciones, para lograr observar todas las sefiales. La ventana espectral y el
tiempo de recuperacioén también fueron variados, resultando en tiempos de reciclo
total de entre 35ms (para las sefiales mas anchas) y 300ms. Los experimentos de
transferencia de saturacién en *C fueron realizados sobre muestras disueltas en
soluciones amortiguadoras preparadas en D20 al 100%. La proteina se encontraba
totalmente oxidada para los experimentos de NOE y parcialmente reducida para
los experimentos de transferencia de saturacién (10% de proteina reducida
mediante el agregado de una cantidad apropiada de ascorbato de sodio). Estos
espectros fueron adquiridos con la misma secuencia de pulsos utilizada para
protones, adaptada al canal de X de la sonda BBO, irradiando durante 40 ms con

una potencia de entre 0,1 y 5 mW. El tiempo de relajacién fue ajustado a 10 ms.

% 2.6. Espectroscopia Electrénica

Los espectros de absorcién UV-Visible se realizaron en espectrofotémetros
Jasco V-550, Jasco V-530 y Jasco V-670. Este dltimo equipo permite barrer desde
200 hasta 2700 nm.

Los espectros de dicroismo circular en la regién UV se realizaron en un
espectropolarimetro J 810 (Jasco). Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 ecm o 0,1
ecm de paso 6ptico segin la concentracién de la muestra. Los espectros de
Resonancia Paramagnética Electrénica de banda X fueron registrados en un
equipo Bruker EMX-Plus equipado con una cavidad rectangular y un criostato de
flujo continuo (Oxford Instruments), a Temperaturas de He liquido.

B
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.7. Programas utilizados

Todos los espectros de RMN fueron adquiridos y procesados con el
programa TopSpin (versiones 1.3, 2.0 o 2.1) (Bruker). Los espectros
paramagnéticos fueron analizados en este mismo programa mientras que los

espectros 'H,”>N HSQC fueron analizados con Sparky y los experimentos 3D

fueron analizados con CCPNmr.

El programa de ajuste a los datos de desplazamiento quimico en funcién de
la temperatura fue implementado en Matlab versién 7.0 (Mathworks). Los ajustes

con una variable independiente y los graficos numéricos fueron realizados

utilizando Sigma Plot versién 10.0.

Los datos de EPR fueron analizados y simulados empleando el paquete de

herramientas Easy spin**? basado en Matlab.

Los grificos de moléculas de proteinas fueron creados con el programa

PyMOL (versién 0.96).
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|Cap1'tulo 3. Obtencién de modelo minimo de COX Il humana

§‘§ 3.1. Antecedentes y estrategia

La dificultad para obtener un modelo soluble de una COX II eucariota ha
sido, hasta el momento, la limitante en la comprensién de la funcién e interaccién
de las proteinas Scol y Sco2 en el ensamblado del centro Cua mitocondrial. Como
se mencioné en la Introduccién, hasta el momento solamente se han obtenido las
variantes solubles de subunidades COX II de oxidasas bacterianas, siendo la de
Thermus thermophilus la més tolerante a mutaciones y estable para la realizacién

de estudios bioquimicos y biofisicos.

La subunidad COX II comprende un dominio soluble con un plegamiento
tipico de barril B con motivo de llave Griega, conocido como plegamiento de
cupredoxina, en el cual los ligandos de metal estdn ubicados en bucles en la parte
superior del barril, altamente conservado en todas las oxidasas (Figura 8). La
regién de unién a metal de COX II incluye un bucle largo que contiene 5 de los 6
ligandos del sitio Cuy, en un motivo con la secuencia CX(E/Q/W)XCX3;HX-M
conservado en todas las especies. La mayoria de estas subunidades estdn ancladas
a la membrana mediante dos hélices transmembrana en el extremo N-terminal.
En cambio, en la oxidasa ba; de Thermus thermophilus, este dominio se ancla
mediante una sola hélice transmembrana (Figura 9)**. El motivo cupredoxina se
encuentra expuesto al periplasma bacteriano. El dominio C-terminal puede
expresarse en forma soluble, estable de 136 amino 4cidos, eliminando los
primeros 32 residuos hidrofébicos en el extremo N-terminal'’®. La estructura de la
subunidad soluble COX II de 7hermus thermophilus ha sido resuelta por
cristalografia de rayos X . Una comparacién de la misma con aquella de la

133,134

oxidasa completa indica que la estructura de este dominio se preserva en la

versién soluble truncada, validando esta estrategia.
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a- COX |l Thermus thermophilus b- COX |l Bos Taurus

oA

c- COX Il Rhodobactersphaeroides d- COXII Paracoccus denitrificans

e- Alineamiento de la secuencia de proteinadel bucle de ligandos

T. thermophilus CNQYCGLGHQNM
B. Taurus CSEICGSNHSFM
R .sphaeroides CSELCGISHAYM
P. Denitrificans CSELCGINHAYM

E I * *
..

Figura 8. Plegamiento cupredoxina de los dominios solubles de COX II de varios organismos (a-d) Se
destacan el plegamiento cupredoxina barril-g (Verde) y el bucle de ligandos (Azul). En otro color estructuras
extras al plegamiento conservado. (e) Alineamiento de las secuencias del bucle de ligandos, mostrando que se

conservan los ligandos del centro Cu, (Amarillo)

T. thermophilus 8. Taurus R. sphaeroides P. denitrificans

F A

’/';l,‘.’v : B

s

<
(', Vo
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l—" (74
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e

Figura 9. Diferencia en el anclaje a membrana de la subunidad COX Il de 7. thermophilus, respecto a otros

organismos.
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Muchos grupos han intentado expresar y purificar el dominio soluble de
COX II de organismos eucariotas, sin resultados positivos hasta el momento.
Nuestro grupo ha intentado expresar de manera soluble el dominio soluble de
COX II humana salvaje empleando distintas estrategias de purificacién. Sin
embargo, los intentos no fueron satisfactorios, resultando en variantes que
formaban cuerpos de inclusién que, cuando se trataron de solubilizar, daban lugar
a una proteina con un espectro de dicroismo circular tipico de una proteina con
alto porcentaje de estructura de hoja B, pero incapaz de unir iones cobre. Por lo
tanto, nos propusimos la construccién de una subunidad COX II quimérica que
preservara los elementos estructurales requeridos para la interacciéon con las

posibles metalochaperonas.

La falta de estabilidad del dominio soluble de COX II humana podria
deberse a que, en las oxidasas eucariéticas, el mismo interacciona fuertemente
con las subunidades COX VIb, Ve, VIIb también orientadas hacia el IMS (Figura
10b), por lo cual presenta un gran nimero de residuos hidrofébicos en su
superficie. En cambio, el dominio bacteriano, proveniente de una enzima mas
sencilla, estd expuesto en el periplasma y por tanto posee una superficie poco

hidrofébica, que favoreceria su solubilidad (Figura 10).

a)

Figura 10. Diferente interaccién de COX II Eucariota (a) y bacteriana (c). (b) Subunidades de COX que
interactGan con el dominio soluble de COX II eucariota. Las lineas grises marcan los limites de la bicapa

lipidica.
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Con el propésito de obtener un modelo soluble de COX II humana,
disefiamos un conjunto de mutantes basado en el alineamiento estructural del
dominio soluble de COX II de Thermus thermophilus (TtCuy), y un modelo de la
proteina COX II de Homo sapiens (Figura 11), obtenido por homologia con la
estructura de COX II de Bos taurus, la tinica COX eucariota cuya estructura se
conoce hasta el momento.”” Esta comparacién confirma la presencia de una
superficie con varios parches hidrofébicos en COX II humana, en contraste con

TtCuA.

a)
b) B Tecua
Py 5 S ] (S
TtCuA AYTLATHTAGVIPAGKLERVDPTTVRQEGPWADPAQAVVQTGEPNQYTVYVLAFAFGYQPNPI-—-~
3 T g e 7
COX I1I SLTIKSIGHOWYWT----YEYT
o i 8 B gy P e, W
TECUA === mm == mmmmm e e IEVPQGAEIVFKITS EUV IHGFHVEGTNI == ====
Mg __r-\._\/\_r—\_ =N g o S _\/\_
coxX I1I DYGGLIFNSYMLPPLFLEPGDLRLLDVDNRVVLPIEAPIRMMITS O DVIHSWA-=----=-VPTLGL
W DU . S G o G -
TtCuA NVEVLPGEVSTVRYTFKRPGEYRIICNQYCGLGHONMFGTIVVKE---=-=-===--
B T S G G
COX 11 KTDAI PGRLNQTTFTATRPGVYYGQCSEI ANHSFMPIVLELIPLKIFEMGPVFE

Figura 11. (a) Alineamiento estructural de la subunidad soluble de COX II bacteriana (PDB 2CUA) y
modelo por homologia del dominio soluble de COX II humana. (b) Alineamiento de secuencia segtin
estructura de ambas proteinas. Se destacan los bucles que rodean al centro Cu, (rojo) y la secuencia

insercion presente en la proteina eucariota (azul).
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A partir de este alineamiento estructural, nos propusimos crear unas
quimeras basadas en el esqueleto de la subunidad COX II humana, y otras basadas

en la subunidad COX II bacteriana.

3.2. Proteinas basadas en el esqueleto proteico eucariota
Esta estrategia estd orientada a obtener variantes de la subunidad COX II
humana que sean estables y solubles, por lo cual se procuro identificar las causas
estructurales de la inestabilidad de la misma. Andrés Espinoza en nuestro
laboratorio intenté expresar y purificar el dominio soluble de COX II humana sin
éxito. El andlisis de secuencia de la proteina humana revel6 la presencia de un
gran niimero de residuos hidrof6bicos que pueden afectar la estabilidad de la

proteina.

La comparacién estructural entre las dos subunidades COX II también
muestra que la proteina eucariota contiene una regién de proteina que no esti
presente en la proteina bacteriana a la que llamamos “insercién” (Figura 11-b). En
el alineamiento estructural se evidencia como una insercién de 34 residuos. Su
secuencia, YEYTDYGGLIFNSYMLPPLFLEPGDLRLLDVDNR, contiene un alto
porcentaje de residuos hidrofébicos (Rojo) y ademds presenta un bucle que
sobresale del alineamiento estructural que, en la estructura de la oxidasa
completa, se encuentra interactuando fuertemente con otras subunidades (Figura

12) y que podria ser uno de los principales causantes de la inestabilidad.

Se pensaron dos estrategias para estabilizar la proteina COX II humana
eliminando dirigidas a eliminar la presencia de esta insercién. Por un lado se
decidié truncar el bucle que sobresale del plegamiento cupredoxina,
LPPLFLEPGDLRLLD, insertando un residuo de Gly en su lugar. El residuo de Gly
al no tener cadena lateral, tiene una mayor flexibilidad conformacional que

permitiria generar un bucle trunco. A esta mutante la llamamos Hs-i.

Por otro lado, se decidi6 reemplazar a toda la secuencia insercién, por la
secuencia PNP presente en la proteina COX II bacteriana. Si se observa en detalle
el alineamiento estructural de estas secuencias (Figura 12) las hojas p ubicadas

corriente arriba y debajo de la secuencia de PNP alinean perfectamente con el
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inicio y el final de la secuencia insercién, por lo que este reemplazo podria
mantener el plegamiento cupredoxina y al mismo tiempo eliminar todos los
residuos hidrof6bicos presentes en la secuencia insercién. A esta mutante la

llamamos Hs-PNP.

Figura 12. Izquierda: Alineamiento estructural de la regi6n insercién eucariota (rojo) y la secuencia
PNP bacteriana. Se destaca en azul, la posicién del bucle eliminado en COX II en la mutante Hs-i con
respecto al plegamiento cupredoxina (amarillo). Derecha: Posici6n de anclaje del bucle eliminado dentro de
la estructura global de COX eucariota (PDB 10CC).

3.3. Proteinas basadas en el esqueleto proteico bacteriano

Nuestro grupo recientemente demostré6 mediante RMN que el plegamiento
de cupredoxina, considerado rigido, presenta una alta heterogeneidad
conformacional en los bucles en ausencia de los iones cobre (forma apo)'®. Esta
flexibilidad conformacional expondria los bucles en Apo-COX II para la
interaccién con las posibles metalochaperonas'. Esta hipétesis estd de acuerdo
con estudios de modelado de la interaccién de COX II humana con las proteinas
Scol y Sco2 humanas.®® Por lo tanto, decidimos construir una proteina
quimérica utilizando el barril B de la proteina estable de 7. thermophilus como
armazoén general, decorado con los bucles de la proteina COX II humana a la que

decidimos llamar Tt3L.

El estudio del modelado de la interaccion COX II — Scol sugiere dos

regiones principales de interaccién: los bucles que rodean al centro Cuy, y el bucle
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que sobresale de la estructura dentro de la secuencia de la insercién (Figura

135",

En base a estas hipoétesis, se disefié otra mutante donde se reemplazé la
secuencia PNP por toda la insercién presente en la proteina eucariota en conjunto
con el reemplazo de los tres bucles que rodean al centro Cu,, por los presentes en

la proteina humana, a la que llamamos variante Tt3L+i.

Figura 13. Docking de la interaccién de Scol-Cu(I) con COX II humana partir de las estructuras en solucién
de Cu(I)-Scol (PDB 2GQM)™ y cristalogrifica de COX II (10CR)™*® reportado por Van Dijk, et al’*. En
verde se resalta la region de la inserci6n completa que estaria interactuando con Scol.

3.4. Clonado de las construcciones
Los genes de las distintas proteinas quiméricas con los sitios de clonado
Ndel y BamHI en los extremos 3’ y 5’ respectivamente, fueron sintetizados por

Genscript® en un pldsmido pUC57, clonado en el sitio ZcoRV.

Los genes fueron subclonados entre los sitios Ndel y BamHl del plasmido de
expresion pET9a. Vector inducible por IPTG que permite la expresiéon de
proteinas sin cola de afinidad para su purificacién, empelado en nuestro

laboratorio para la sobreexpresién de la proteina salvaje 7tCu,.
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Para la obtencién de los genes sintéticos se transformaron cepas de £. coli
JM109 con los plasmidos pUCS57 empleando el protocolo detallado en 2.2.3, y se

purific6 el ADN plasmidico como se detalla en 2.2.1.

Los genes fueron liberados mediante digestién empleando las enzimas de
restriccién Ndel-BamHI. Los productos de la digestion fueron purificados a partir
de geles de agarosa al 1% como se detalla en la seccién 2.2.2. y fueron ligados en el
plasmido pET9a previamente digerido. Se transformaron cepas de E. coli JIM109
con los productos de las ligaciones mediante el protocolo descripto en 3.I1.D y las
células transformantes se seleccionaron mediante crecimiento en placas de LB-

Agar usando kanamicina como marcador de seleccién.

Cinco colonias de cada transformacién de las ligaciones fueron crecidas
para la obtencién de pldsmidos, los cuales se enviaron a secuenciar para verificar
que la secuencia se encuentre en marco de lectura correcto y descartar la
presencia de mutaciones indeseadas. De esta manera logramos obtener los genes
para las proteinas /s-i, Hs-PNP, Tt3L+i y Tt3L en el vector de expresién pET9a,

listas para las pruebas de expresién de las mismas.

3.5. Expresidn de las variantes quiméricas de COX II humana

Una vez obtenidos los vectores de expresién con los genes deseados, se
procedié a hacer las pruebas de induccién y solubilidad de las distintas variantes.
Se realizaron pruebas de induccién de las mismas a 20°C, de manera de obtener
una expresién lenta y estable de las mismas. De las distintas variantes, sélo la
proteina Tt3L presenté un 100% de proteina soluble, mientras que las otras tres

variantes (Hs-i, HsPNP y Tt3L+i) formaron cuerpos de inclusién (Figura 14).

La purificacién de la proteina Tt3L mostré un espectro de dicroismo
circular tipico de proteina con alto contenido de hoja B similar al de 7t Cu,,

mostrando que el plegamiento se mantiene en el caso de la mutante Tt3L.

Para intentar solubilizar a las demds proteinas quiméricas se plantearon
dos estrategias. Por un lado se hicieron pruebas de expresién soluble de las demads

proteinas quiméricas empleando distintas cepas de E. coli overexpress (C41, C43)
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empleadas para la expresién de proteinas téxicas™® y por otro lado se intent6
solubilizar los cuerpos de inclusién formados por las proteinas mediante el uso de

agentes caotrépicos y posterior replegado de las proteinas mediante la eliminacién

del mismo.

TtCuA Tt3L  Hs-i -

r
a b c a c

T

Figura 14. SDS-PAGE de la inducci6n de las mutante Tt3L y H$i en comparacién con la proteina
salvaje TtCu,.(a) muestra de células sin inducir (b) Muestra de células inducidas (c) fraccién no soluble de la
induccién, mostrando que Tt3L se mantiene soluble al contrario de Hs-i que se va a cuerpos de inclusién

insolubles.

La expresién en las cepas C41 y C43, da lugar a cuerpos de inclusién, y los

intentos de replegado de los cuerpos de inclusién solubilizados no fueron

satisfactorios.

3.6. Discusion

En el intento de generar quimeras estables y solubles que representen al
dominio soluble de COX II humano, sé6lo la variante Tt3L se expresé de manera
soluble. Intentos de obtener una variante con mds residuos de superficie

proveniente de la variante humana fueron infructuosos.

3.6.1.Sobre las quimeras inestables

Las variantes construidas sobre el esqueleto de barril B de la proteina

humana, a pesar de estar truncadas o con la presencia de la secuencia bacteriana
PNP, mantienen la presencia de muchos residuos hidrofébicos en la superficie que

siguen desestabilizando la estructura de la misma.

Por otro lado la insercién agregada a la proteina 7tCu, en reemplazo de la
secuencia PNP puede desestabilizar la proteina termofila de muchas maneras. Por

un lado, en el disefio de la quimera se eliminaron 27 residuos del extremo N-
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terminal de 7tCu, para evitar impedimentos en el plegamiento de la secuencia
insertada en el entorno de la proteina terméfila (Figura 15). En segundo lugar, la
presencia de residuos hidrofébicos en la superficie puede favorecer la agregacion y
formacién de cuerpos de inclusién. Y a pesar de que se pudieron enriquecer los

cuerpos de inclusién de la proteina, el replegado de los mismos no fue exitoso.

Figura 15. Entrecruzamiento en el alineamiento estructural de la secuencia Insercién eucariota con

el extremo N-Terminal de 7¢Cu,.

3.6.2.Sobre la proteina Tt3L
La tnica variante que se logré expresar de manera soluble fue la proteina

Tt3L (Figura 16). Esta proteina presenta la secuencia nativa de la proteina COX II

humana en los tres bucles que rodean al centro Cu,.

A pesar de que Tt3L no cuenta con la secuencia de la insercién, los
estudios de modelado de la interaccién con Scol reportados por los grupos de
Bertini & Bonvin'*® fueron hechos con la estructura cristalografica de COX II por
lo que no tiene en cuenta las propiedades dindmicas y de variabilidad
conformacional de el bucle de ligandos de esta proteina en la ausencia del centro
Cu,P>137140 Bste mapeo sugiere dos regiones involucradas en la interaccién, la
regién de la insercién, que en realidad tendria una funcién de anclaje a otras
subunidades del complejo COX, y los bucles que rodean al centro Cuy tal como se

propuso por nuestro grupo recientemente’>”.

Es por esto que proponemos que nuestro modelo minimo de COX II
humana, es suficiente para poder evaluar el reconocimiento proteina-proteina con
las posibles metalochaperonas, objetivo principal de esta tesis.
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- H. sapiens
.~ T.thermophilus
(c) J¢ ---LAFAFGY...KITSPDVIHG...RIICNQYCGLGHONMFGT. ..
Br - -MGHQWYW...WVSSEDVLHS. ..YGQCSEICGSNHSFMPIV. ..
Hs . ..IGGQWYW...MITSQDVLHS. .. YGQCSEICGSNHSFMPIV. ..
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.. . . .. ..

Figura 16. Representacién de la proteina quimérica Tt3L, mostrando (a) alineamiento estructural de la
variante bacteriana y eucariota de Cox II, (b) resultante quimérica Tt3L y (c¢) alineamiento de secuencia de

los bucles mostrando que poseen la misma longitud y ligandos del centro Cu, (resaltados en amarillo)

45

M N M



ICapl'tulo 4. Efecto del cambio de bucles en la estructura electrénica del centro Cu,

. 4.1. Estructura electrénica y caracteristicas espectroscépicas de los sitios Cua

Uno de los objetivos de nuestro laboratorio es estudiar la estructura
electrénica de sitios de cobre en proteinas involucrados en reacciones de
transferencia electrénica a fin de comprender su impacto en la funcionalidad. Los
sitios metdlicos en proteinas poseen estructuras electrénicas distintivas,
intimamente relacionadas con su funcién biolégica, que a su vez se reflejan en
caracteristicas espectroscépicas particulares, que suelen diferir de las estructuras

de simples complejos de coordinacién. El sitio Cuy no es una excepcién.

La disponibilidad de la subunidad soluble 7#Cuy ha permitido el estudio del
centro Cus mediante diferentes espectroscopias, sin la interferencia de los demads
cofactores metélicos que se encuentran dentro del complejo COX%*11116:141.142
Como se indicé brevemente en la introduccién, el centro Cuy tiene dos dtomos de
cobre unidos a puente por dos Cys que forman un core rigido (CuzS;). Ademas
cada 4tomo de cobre estd unido a un imidazol de residuos de His y un carbonilo
del esqueleto proteico y el tioéter de la cadena lateral de un residuo de Met como

ligandos axiales débiles (Figura 3). El sitio se caracteriza por una distancia Cu-Cu

muy corta (2,4 -2,5 A)1%1%,

El centro Cuy en su forma reducida (Cu™-Cu*!) posee dos iones cobre con
configuracién d'° de capa llena y es diamagnético, por lo cual no posee
transiciones electrénicas en el rango visible ni propiedades magnéticas, y
solamente puede ser estudiado espectroscépicamente por técnicas de absorcién
de rayos X (XAS). En cambio, la forma oxidada (Cu**-Cu™") es un par de
valencia mixta totalmente deslocalizado y es paramagnético, con un electrén
desdpareado (S=1/2), presentando muchas caracteristicas espectroscépicas

particulares.

El centro Cuy oxidado presenta un color purpura intenso distintivo, que se

debe a su espectro de absorcién, dominado por dos bandas intensas centradas a

480 y 530 nm (20800 y 18870 cm™ respectivamente) (Figura 17). Su intensidad

sugiere que se tratan de bandas permitidas, es decir, atribuibles a transiciones de
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transferencia de carga, lo cual fue confirmado posteriormente mediante
experimentos de espectroscopia Raman, que permitieron asignarlas a bandas de
transferencia de carga (TC) S(Cys)>Cu'®*'**. El espectro también incluye una
banda relativamente intensa a altas energias a 360 nm (28000 cm™) asignada a
una transferencia de carga N(His)>Cu'®, v una en la zona de transiciones de
campo ligando a 770 nm (13000 em™), asignada por Raman como una “banda de
Intervalencia” Y->W* (Cu—Cu)gl. Esta banda refleja el solapamiento parcial de
orbitales de los dos 4tomos de Cu, lo que fue interpretado como evidencia de un
enlace covalente entre los dos Cu, representando el primer ejemplo de enlace
metal-metal en una proteina'®. Estudios de deconvolucién Gaussiana de estos
espectros, complementados por la obtencién de espectros de dicroismo circular
(CD) y dicroismo circular magnético (MCD), que presentan distintas reglas de
seleccién, permitieron encontrar otras bandas de menor intensidad oscurecidas
por estas transiciones, tales como las bandas de campo ligando de los orbitales d

g _
de los cobre!?®144:145,

-:‘; 3000 A e
tCu
2 2000 - A
= 1000 -
W
G T T T T T
30000 25000 20000 15000 10000

v (cm™)
Figura 17. Espectro electrénico de la proteina 7/Cu,.

Experimentos de EXAFS en sitios Cup de distintas proteinas naturales o
“ingenieriadas” permitieron determinar una distancia Cu-Cu de 2,4-2,5 A
relativamente invariante en ambos estados de oxidacién, confirmando la rigidez
de este sitio'®!**1%6 Experimentos de XAS dirigidos a bandas especificas de los
dtomos de S y Cu revelaron una alta covalencia en el core Cu,S; de los enlaces
entre los 4tomos de cobre y los S(Cys), compatibles con una funcién de onda del

estado fundamental conteniendo un 44% de caridcter Cu y un 46% de caricter
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S(Cys), que resulta en una gran deslocalizacién de carga sobre los 4tomos de S del
centro y explica la intensidad de las bandas de transferencia de carga presentes en
el espectro de absorcién!®19 1431470148~ c4loulos de funcionales de la densidad
(DFT) en este sitio metdlico han confirmado esta descripcién, asimismo
identificando al estado fundamental del sitio como una funcién de onda del tipo
0,*, caracterizada por una interaccién de tipo O antienlazante entre los orbitales
atomicos dxz.y2 de los 4tomos de Cu, consistente con una distancia Cu-Cu de 2,4-

2,5 A (Figura 18).

Por otra parte, estudios de complejos de coordinacién sintéticos
permitieron obtener modelos dinucleares del centro Cuy, pero con una distancia
Cu-Cu de 2,9 A'. Los mismos poseen un estado fundamental que se puede
describir mediante una funcién de onda de tipo m,, es decir con una interaccién
de tipo 7, enlazante entre los orbitales atémicos d;°.,* de los 4tomos de Cu (Figura

18).

Figura 18. Distribuci6én de densidad electrénica de los estados electrénicos fundamentales o,* y 7, del centro

CUA

Estudios de DFT luego revelaron que la superficie de energia potencial del
sitio Cuy oxidado puede describirse como un potencial de doble pozo con dos
minimos que corresponden a los estados fundamentales 0,* (a una deu.cu de 2.49
A) con valores de A chicos y 7, (para una dcu.cu de 3.06 A)'*° que ademis tiene
valores de A mayores (Ax=1,9A) (Figura 19) lo que implica que las velocidades de
TE del estado 0,* sean 15 veces superiores a las del estado m, 145 Debido a que

€éstos sitios estan caracterizados por un core rigido, se descarté que el estado m,
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estuviera poblado en los centros Cu, presentes en proteinas, ya que requeriria

S - ; i 50,151
una reorganizacién estructural grande, haciéndolo disfuncional'>*">’.

A
~~ 5000 -

!
gE) m, o %
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&

o 2500 -
.
o
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i |
ol T N T AEpyy
2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Distancia Cu-Cu (A)

Figura 19. Modelo de doble pozo de potencial propuesto por Solomon para el centro Cuy

Los espectros de EPR de los centros Cuy en el estado oxidado presentan
espectros correspondientes a una especie con un electrén desapareado con una
estructura hiperfina de siete bandas en la region del g, con intensidades relativas
1:2:3:4:3:2:1, resultante del acoplamiento del electrén (S=1/2) con dos iones Cu
(I=3/2) equivalentes (Figura 20)%142152154 Qi embargo, estas siete bandas no son
visibles en los espectros de todas las proteinas con centros Cuy, dependiendo del
ancho de las mismas. El septeto se observa claramente en el centro Cuy de la
proteina N>O reductasa (en una mutante natural que posee solamente este sitio
metdlico), pero no siempre se detecta en las variantes de la proteina 7tCu, que
utilizamos en este trabajo de Tesis. Sin embargo, la envolvente espectral en la
zona de g,y puede simularse asumiendo este septeto. Los espectros de EPR de los
sitios Cuy también se distinguen por un valor de g, de ~ 2.19, i.e., menor al

observado en protefnas de Cu(Il) de Tipo 1 (azules) o de Tipo 2°>1%7,
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Figura 20. Espectro de EPR de banda X del centro Cu, en N,O reductasa. Se destacan con lineas el septeto en
la regién del g,'*®.

Este valor de g puede explicarse asumiendo una contribucién del

acoplamiento spin-orbita entre el estado fundamental 0,* y el estado excitado .

Por tanto, el valor de g, puede describirse mediante la ecuacién*'>*;

Ecuacién 4-1

. 8054 B>
g1 = Ge AEa/n

donde g, es el valor de g del electrén libre (2,0023), (5% es la constante de
acoplamiento spin-6rbita para la funcién de onda 3d del Cu(II) (828 em™), a es la
densidad de spin del Cu en el estado basal y B es la densidad de spin en el estado

excitado, y AE, es la diferencia de energfa entre los estados 0,* y 7tu. A partir de
los valores experimentales de g/, la AE,;,, para distintos sitios Cuy se estima en ~
5000 em™, indicando que a temperatura ambiente sélo el estado o,* estaria

poblado, siendo el finico activo en reacciones de TE'*’.

Nuestro grupo realizé también estudios de RMN de la proteina 7¢Cu, en la
forma oxidada, que muestra en los espectros de 'H, *C y N, sefiales con
desplazamientos quimicos influenciados por el paramagnetismo del centro
metalico™. Estas sefiales corresponden principalmente a ntcleos de ligandos
unidos a los iones Cu, que reflejan el efecto del paramagnetismo principalmente
por deslocalizacién electrénica, y (en parte) a la anisotropia de g del sitio metalico
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(que es muy pequefia en el caso de sitios Cuy)**%. Los experimentos de RMN
revelan la presencia de un equilibrio entre los dos estados fundamentales 0,* y 7.
Estos experimentos revelan un AE;,, de 600 em?, lo que corresponde a una

relacién de poblaciones 95:5 a temperatura ambiente, en contraste con los datos
de EPR'™. Esta discrepancia fue resuelta por el grupo de Ed Solomon mediante el
modelo de potencial de doble pozo, asumiendo un equilibrio entre los dos estados
fundamentales 0,* y 7., con minimos a distancias Cu-Cu de ca. 2,5 y 3,0 A,

respectivamente. La transicion observada en los espectros de EPR AE;/, = S000

em™ corresponderfa al acoplamiento entre el nivel fundamental o,* y el estado
excitado m, a una distancia de Cu-Cu de 2,5 A, mientras que la transicién
informada por RMN, AE;/, ~ 600 em” se deberfa a un equilibrio entre el nivel
fundamental o,* 2,5 A y el nivel fundamental 7, a 3,0 A (Figura 19). Sin embargo,
una interconversién rdpida entre estos dos estados fundamentales tal como se
observa en los espectros de RMN, es incompatible con la rigidez requerida para el

o 5
sitio CuAMG’1 o

Nuestro grupo puso a prueba esta hipétesis generando una serie de
mutantes de 7¢Cuy en las cuales se modificaba la identidad del ligando axial
Met160, que se estudiaron mediante distintas técnicas espectroscépicas. Dado que
la interaccién con el ligando Met160 es débil, todas las mutaciones indujeron
pequefias perturbaciones preservando la especie de valencia mixta del sitio
Cu'*?. Mediante estudios de RMN, observamos que el cambio de la identidad del
ligando axial permite la modulacién fina de la estructura electrénica del centro
metalico, ajustando los potenciales redox y el valor de AEox En particular, en la
mutante 7/Cux-M160Q el valor de AEq aumenta de 600 em™ a 900 cm'l, mientras
que en la mutante 7tCus-M160H, AEqx se redujo a 200 cm'l, resultando en

poblaciones del estado electrénico 7, del 1% y 28%, respectivamente, comparados

106~ Asimismo, los espectros

con un 5% presente en la proteina salvaje (Figura 21)
de absorcién en el visible y de EPR eran consistentes con estos cambios en las
poblaciones de los estados 0,* y 7. En particular, un aumento de la poblacién del
estado 7, se refleja en una disminucién de las bandas de transferencia de carga

S(Cys)>Cu a 480 y 530 nm (20800 y 18850 ¢m-1), y un aumento de la absorcién
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a 360 nm (28000 em™) (Figura 21). Sorprendentemente, estudios de EXAFS
revelaron que la mayor poblacién del estado m, no induce un aumento en la
distancia Cu-Cu, como era de esperar en base al modelo propuesto por Solomon.
Por lo tanto, podria suponerse que, en el esqueleto proteico, el sitio Cuy es capaz
de estabilizar una geometria en la cual el estado 7, estd poblado sin alterar la

N . [§
distancia Cu-Cu'%*!!,

AE,,. (cm™) o .,
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oo | M160Q
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Figura 21. Espectros electrénicos de las mutantes de primera esfera M160X de la proteina 7/Cu, y la
variacién de poblaciones de los distintos estados electrénicos’®.

Estudios de DFT basados en los espectros de estas mutantes permitieron
demostrar luego que la banda de TC S(Cys)-> Cu se corre a energias mayores en
el estado 7, solapandose con las bandas de TC N(His)->Cu (Figura 22)'°°. Por lo
que el incremento del coeficiente de extincién de la banda a altas energias (28000

em™) se corresponde a la contribucién de una banda de TC (S(Cys)>Cu) m,.

Sin embargo, estas mutantes de 7tCu, afectan la primera esfera de
coordinaciéon y no se corresponden a sitios de coordinacién presentes en
proteinas nativas. Por lo tanto, decidimos estudiar la estructura electrénica de la
variante Tt3L, en la cual se conserva la identidad de los ligandos y la longitud de
los bucles que los contienen, y las perturbaciones sélo tienen lugar en la segunda

esfera de coordinacién del sitio metalico.

92

YA iV M



Fuerza del oscilador
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Ndmero de onda (cm™)

Figura 22. Espectros electrénicos de las distintas especies electrénicas puras calculados mediante DFT'*.

4.2. Espectroscopia electronica de Tt3L

Como se ha visto en las mutantes estudiadas hasta el momento, el espectro
UV-Vis de los centros Cu, permite examinar rdpidamente si se produjeron
cambios en la estructura electrénica del mismo. Se procedi6 a purificar la
proteina Tt3L en la forma Holo y oxidada como se detalla en la seccién 2.2.3. Una
vez purificada se realizé el espectro electrénico de la proteina (Figura 23 y Figura
24). El mismo muestra que la proteina tiene la capacidad de unir iones cobre y
formar un centro Cuy oxidado de color piirpura. Sin embargo, el espectro difiere
con respecto al de la proteina salvaje. Las bandas de TC S(Cys)>Cu estdn
ubicadas a 21300 y 18560 cm™, es decir apenas desplazadas con respecto a la
proteina 7tCuy. Sin embargo, su intensidad relativa se ve alterada, asi como
también aumenta en intensidad la banda a ca. 28000 cm™, que se habia atribuido
a una transferencia de carga N(His)>Cu. Como se mencioné anteriormente el
aumento en intensidad de esta tltima banda es indicativo de TC (S(Cys)>Cu) .
Por lo tanto la poblacién en el estado electrénico 7, se encuentra claramente

aumentada en el caso de la mutante Tt3L, similar a lo observado con la mutante
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M160H (Tabla 1). Por su parte, la banda de intervalencia Cu-Cu en el IR cercano
se mueve de 12650 a 12570 cm’'. Esta banda refleja el acoplamiento electrénico
entre los iones Cu (Hagp), que disminuye solo en 80 ecm™, lo que permite concluir
que la distancia Cu-Cu no se encuentra alterada respecto a la proteina salvaje a

pesar del aumento en la poblacién del estado .

3000 - M160Q
2000 -
1000 -

0-
3000 A

2000 TtCuA

1000

04
3000

gM'cm’)

Tt3L
2000 A

1000 +
0 J

%1 M160H

2000 A

1000 NM
0

T T T
30000 25000 20000 15000 10000

v (cm™)

Figura 23. Espectro electrénico de la proteina Tt3L en comparaci6n la proteina salvaje y sus mutantes M160X

Absorbancia(u.a.)

L 1 -l ' s
30000 25000 20000 15000 10000

v(cm)

Figura 24. Deconvolucién del espectro electrénico de Tt3L. Las niimero de onda ajustados se muestran en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Deconvolucién del espectro de absorcién electrénico de la proteina Tt3L en comparacién con la

proteina salvaje y sus variantes.

7800 28720 1500

Campo Ligando

La dependencia de la temperatura del espectro de absorcién registrado

entre 276 y 312K muestra la presencia de cuatro puntos isosbésticos a 22000;
17000; 14000 y 11000 em™, mostrando la presencia de un equilibrio entre dos
especies. Al aumentar la temperatura, se observa un aumento de la intensidad de
la banda a 28000 cm™ concomitante con una disminucién de las bandas de TC
S(Cys)>Cu a 21300 y 18560 em™. Este comportamiento se asemeija al observado
en la mutante M160H"!, confirmando que Tt3L tiene un AEqx mds chico que el de
la proteina salvaje (Figura 25). Por otro lado la banda de Intervalencia se mueve
ligeramente a energias menores, indicando que no se ve perturbado el sitio con el

aumento de la temperatura.
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Figura 25. Dependencia con la temperatura del espectro electrénico de las proteinas Tt3L y M160H.

4.3. Espectroscopia de Resonancia Paramagnética Electrénica
A pesar de que a partir del espectro electrénico de la proteina Tt3L se
puede asumir que se forma un centro Cuy nativo, la técnica que confirma la
presencia del sitio de valencia mixta es la espectroscopia de resonancia
paramagnética electrénica (EPR). Se realizé un espectro de EPR en banda X a SK
de la proteina Tt3L, que muestra un espectro tipico de un centro Cuy de valencia

mixta (Figura 26). Dicho espectro se ajusté utilizando programa EASYSPIN, lo que

permitié obtener los valores de g,y g, , que son tipicos de centros Cu, (tabla 2).

Aunque la resolucién del espectro no permite observar la estructura hiperfina del

mismo, para el ajuste se emplearon valores de A, y A, de 60 y 40 gauss

152,153
S2153,161 * Pste espectro

respectivamente, tipicos de proteinas con centros Cuy
ademds confirma la ausencia de otras especies, como pares de valencia mixta con
cargas localizadas Cu+2-Cu+1 que suelen formarse por desestabilizacién del sitio
nativo, que podrian quedar inadvertidos en los espectros de absorcién debido a

sus bajos coeficientes de extincién molares'®.

En base a lo descripto anteriormente, el valor de g, permite calcular la
diferencia energética entre el estado electrénico basal estados 0,* y el primer
estado excitado y 7, que en este caso es de ca. 4250 em™, es decir menor que en
la forma nativa 7tCu,, lo que estd de acuerdo con un aumento de la poblacién del

nivel 7, observada en espectroscopia UV-Vis.
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Figura 26. Espectro de EPR experimental (negro) y simulado (rojo) de la proteina Tt3L en su estado oxidado

Tabla 4. Resultado del ajuste de los espectros de EPR de la mutante Tt3L, en comparacién con los

obtenidos para la proteina 7tCu, y sus variantes.

Variante t Parametnz de EPR . AEqx (cm'l)
TtCu, Sl 2,01 2,195 4883
M160Q 4.2 2,02 2,19 5314
1,96
M160H ND 202 2,219 3945
1,98
Tt3L 3,09 2,015 221 4251

4.4. EXAFS de Tt3L

La técnica de absorcién de rayos X permite, entre otras cosas, determinar
por andlisis de la modulacién de la estructura fina cerca del borde de absorcién
(EXAFS, por las siglas en ingles de Extended X-ray Absorption Fine Structure), las
distancias metal-ligando en una metaloproteina. En el caso del sitio dinuclear Cuy,
también permite determinar la distancia Cu-Cu. Se realizaron experimentos de
EXAFS en colaboracién con el grupo de Kyle Lancaster (Cornell University),
medidos en el SSRL (Stanford Synchrotron Radiation Lightsource). El ajuste
confirma la presencia de dos 4tomos de S coordinados a los iones cobre y dos His,
con distancias conservadas respecto a la proteina salvaje. Con una distancia Cu-
Cu corta de 2,483 A similar a la reportada para la proteina 7tCu, dentro del error

(2,51 +0,03 A).
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Esto confirma, al igual que para las mutantes de 7tCu,, que la distancia Cu-
Cu no se ve afectada por las mutaciones y que es algtin otro tipo de distorsién del
centro Cuy lo que causa esta modulacién fina de la estructura electrénica del
mismo y, por lo tanto, el estado 7, en proteinas es compatible con una distancia

Cu-Cu corta como la informada para el estado o,*.

_ 4.5. Asignacién de las sefiales hiperdesplazadas por RMN

La resonancia magnética nuclear (RMN) proporciona una herramienta
dnica para el estudio de la estructura electrénica de centros paramagnéticos ya
que permite estudiar el sistema con resolucién atémica y a temperaturas
fisiolégicamente relevantes'®*'**. Esto permite, ademds, trabajar en solucién y
acceder a sistemas con estados excitados de baja energia poblados, a diferencia de
otras técnicas magnéticas como EPR y ENDOR en las que se trabaja con muestras
congeladas a temperaturas criogénicas y solamente se examina el estado

fundamental''>.

En el caso del centro Cuy en su estado oxidado, los nicleos de los ligandos
se encuentran bajo el efecto paramagnético del electrén desapareado. Este efecto
produce ensanchamiento de las sefiales y desplazamientos quimicos muy grandes,
de los cuales se puede extraer informacién sobre la estructura electrénica del
sitio. Esta técnica ya ha sido aplicada con éxito a la exploracién de la estructura

165,166 e_Sl67-169

electrénica de grupos hemo , centros F y centros de dinucleares de

170,171

Cu(Il) en proteinas , entre otras.

La técnica de RMN es altamente complementaria a las otras técnicas
mencionadas, ya que en lugar de interrogar al ion metélico, examina a los ligandos
del mismo, permitiendo mapear la distribucién de densidad electrénica en los
distintos ntcleos de los ligandosmo. En el caso particular de los centros Cuy,
también permite examinar la poblacién relativa de los dos estados fundamentales

alternativos o,* y L e

En la Figura 27 se muestra el espectro de RMN de 'H de la proteina Tt3L
oxidada, comparado con los espectros de otras variantes de 7tCu, estudiadas

previamente en el laboratorio'. Las sefiales de los protones de todas las variantes

58

¥\ N WA



de Cuy se pueden separar en 3 grupos, entre -3 y -7 ppm se encuentran la sefial
del HN del residuo de Gly 115 y el Ha de la Cys 149, entre 10 y 50 ppm se
encuentran las sefiales de los protones imidazélicos de los residuos de Ilis sumado
al Ha de la Cys 153 y por tltimo entre 100 y 300 ppm se encuentran las seiiales
correspondientes a los cuatro Hf de las Cys ligandos. Estas dltimas sefiales, que
sufren el mayor desplazamiento inducido por el centro paramagnético, son las
mds dificiles de detectar debido a su excesivo ancho de banda. Mds atdn, en
algunas variantes, no se pueden identificar las 4 sefiales individualmente. De todos
modos, su posicién en el espectro revela una alta densidad de spin electrénico
deslocalizada en el ligando de Cys, lo que provee una evidencia directa de la alta
covalencia del enlace Cu-S(Cys). Por otra parte, estas sefiales son las que

muestran una mayor variabilidad entre las distintas mutantes, que se ha atribuido

a los distintos AEq*%.

En la Figura 28 se muestra el espectro de RMN de *C de la proteina Tt3L

oxidada, comparado con aquellos del resto de las mutantes'®.

Las sefales
también se pueden agrupar por analogia al resto de los espectros obtenidos
anteriormente: entre -600 y -300 ppm se encuentran las sefiales de los C de las
Cys, entre 200 y 400 ppm las sefiales que corresponden a los carbonos de las His y
cerca de los 1000 ppm la sefial del Ca de la Cys 153. Nuevamente, aqui se observa
que las sefiales correspondientes a los '°C del residuo de Cys experimentan los
desplazamientos quimicos mds extremos. Sin embargo, la variabilidad de su
posicién en el espectro no es uniforme. Se puede observar que las sefiales de los
CP no presentan mayores diferencias en los espectros de las distintas proteinas

estudiadas, lo mismo que el Ca de la Cys153. En cambio, la posicién del Ca de la

Cys149 puede variar de 900 a 150 ppm (Figura 28).

59

AL NUATYY



2imidaroles & C1534Hy
TN ol o
M160Q -
C153kfs C153P nc J 1,/
Sale -, A } }[\ A lif {1 Gt
W sm o we we  we ) ‘Ejl\/\_‘_
TtCu, cisaHpac. 2 imidazoles § C153Ha o
C153% l °
A ;U Lo “, G115HN
0 300 0 ﬁ.ﬂ 56 e w. ] !
Cystibe N 2 imidazeles & C153Ha cyisa
A /
H
T8l 5 i\ G15HN
m»w«:“‘j E‘-‘W—J 1\—-1]‘\\’\,..
3‘3& 20 s P 83 o6
b ipamd A
G118HN
Jimidaxoles & C153Ha i
153 C183H3 ac.
‘ i
weone K pd
3 u M' g ’m 3 gt *® " i sl ~ ) I -
‘ 2 w0 ] zg

e ® %
1H OObservado (ppm)

Figura 27. Espectro de RMN "H paramagnético de la proteina Tt3L, en comparaci6én con los obtenidos para la

proteina salvaje y sus variantes mutagenizadas.

La asignacién de las sefiales (Tabla 4) se realizé utilizando una estrategia
previamente informada por nuestro laboratorio’®. El He2 de la His114 puede
asignarse rdpidamente por ser una sefial intercambiable que desaparece al
momento de adquirir el espectro en soluciéon en DO (Figura 29), luego
confirmada mediante una correlacién de HMQC 'H-'"N que permite localizar la
sefial del N imidazdlico unido (Figura 30). A partir de esta sefial se pudieron
asignar los protones H62 y Hel de la His 114 mediante espectros bidimensionales
de NOESY (Figura 31). Finalmente, se asignaron por analogia las dos sefiales
restantes al H62 y Hel de la His157 por comparacién de la posicién de las sefiales
en el espectro de la mutante M160H que tiene un espectro electrénico similar a
Tt3L indicando que la poblacién en el estado m, es similar. No se encontraron
conexiones entre los protones pertenecientes a la His157, dado que el He2
perteneciente a esta Histidina no se observa en el espectro debido a que se

" .. . 172
encuentra en una tasa de intercambio intermedia’™2.

60

AV Y



C149CA |
imidazoles U U ‘ C149CB C153CB
, , | Lo NN

0 100 .200  -400  -600 - 800

C149CB c153Ce

N
400 /3’0'0 200 100 0 100 ' - 200 - 400 - 600 - 800
/
7/
Tt3L % i C149CB c153cB
// i ’“ I \ L
c1s3ca  C149CH Il
A ‘} i l I l '
_.,/\\.M__-f ‘:_\__/.\ e NV A ] - ‘\—-\M
1000 1500 I 400 300 200 100 0 -100 - 200 - 400 - 600
M160H
7
/
€153CA C149C8 c153cB
C149CA /, | \ )
I, el LA
1000 500 400 300 200 100 0 -100 ‘ - 200 - 400 - 600 - 800

13C 6Observado (ppm)

Figura 28. Espectro de RMN '*C paramagnético de la proteina Tt3L, en comparacién con los obtenidos para la

variante salvaje y sus variantes mutagenizadas. En rojo se marca el corrimiento de la sefial correspondiente al

Ca de la Cys149.
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Figura 29. Espectros de 'H paramagnético en agua (rojo) y en buffer preparado en D,0 (azul) mostrando la
desaparicién de la sefial correspondiente al He2-His114 a 21ppm (*).
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Figura 30. Espectro 'H-"*N HMQC de la proteina Tt3L en H20, confirmando que el protén intercambiable

corresponde a un protén unido a nitrégeno.

Jgﬂ JLA A

s
i
F1 (ppm)

He1-His157

Hel-His114 _
He2-His11

H82-His157=

HSz-His114‘4

T T T
2 E) 15 2 [ppm)

Figura 31. Espectro 'H-'H NOESY de la proteina Tt3L mostrando las conexiones entre los protones
pertenecientes a la His114.

Las sefiales de los carbonos pudieron ser asignadas mediante experimentos
bidimensionales 'H-">C HMQC del cual se asignaron especificamente los C8 y Ce
de las dos His y el Ca de la Cys 149. Debido a que las mutantes de 7tCu,
preservan los desplazamientos de las sefales, el resto de las sefiales fueron
asignadas por analogia con las asignaciones de la proteina M160H, la cual posee

una distorsion en la estructura electrénica similar a Tt3L (Figura 32).
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Tabla 5. Resumen de la asignacién de las sefiales hiperdesplazadas en la proteina Tt3L. Las sefiales

marcadas con * fueron asignadas por analogia a las mutantes ya estudiadas.

Resonancia Ntcleo Sobservado (PPM) Ancho a media Dependencia con la

altura (Hz) Temperatura

A Ca - Cys 153 832 4517 Hiper-Curie

B Ca - Cys 149 539 1130 Anti-Curie

C C062 — His 157 D2 521: Hipo-Curie

D Cy - His* Aparece a alta T ND Hiper-Curie

E Cy — His* 321 ND T-indep

F C382 - His 114 306 407 Curie

G Cel — His 157 123 ND ND

H Cel — His 114 32 ND ND

X CB - Cys 149 -390 1573 Hiper-Curie

V/ CB - Cys 153 -500 1881 Curie

a Ha - Cys 153 43,72 236 Hipo-Curie

b H&2 - His 114 28,01 86 Hipo-Curie

[ H&2 — His 157* 24,70 73 Hipo-Curie

d He2 — His 114 20,81 65 Hipo-Curie

e Hel — His 114 19,77 138 Hiper-Curie

f Hel - His 157* 14,75 164 Curie

g Ha - Cys 149 -2,67 121 Hiper-Curie

h HN - Gly 115 -3,82 230 Hiper-Curie

i HB - Cys * 2993 5680 Curie

j Hp - Cys* 2223 3496 Hiper-Curie

k Hp - Cys* Aparece a alta T ND Anti-Curie

1 HB — Cys* 167,6 3641 Hiper-Curie

4.6. Dependencia con la temperatura de las sefiales hiperdesplazadas

El 8observado de cada una de las sefiales resulta del acoplamiento hiperfino

del espin nuclear en cuestién con el espin electrénico. Este acoplamiento (A/,
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con unidad de MHz) resulta en una contribucién “de contacto” o de Fermi al
desplazamiento quimico (Scontcto) de la correspondiente seflal de RMN,
proporcional a la densidad de espin electrénico presente sobre el niicleo. La

relacién matemadtica entre A/h y Sconuco estd dada por' ™

Ecuacién 4-2

é _ 3yk36ContactoT
h~ 2mgugS(S+1)

donde y es la constante giromagnética del nicleo, ks es la constante de
Boltzmann, g es el promedio de las componentes del tensor g, pses el magnetén
de Bohr, S es el espin electrénico (1/2 para el centro Cuy oxidado) y T es la
temperatura absoluta. Esta ecuacion e¢s sélo vélida para estados de espin aislados,
lo cual no es el caso del centro Cuy ya que existen dos estados fundamentales
alternativos poblados a temperatura ambiente. Es por esto que hemos utilizado

esta ecuacién sélo para calcular valores de acoplamiento aparentes ((4/A)ap).

El desplazamiento de contacto (Sconuco) puede ser calculado a partir del
desplazamiento quimico observado, el diamagnético, y el de pseudocontacto,

segﬁnmo:

Ecuacién 4-3

5Contacto = 6Observado . SDiamagnético - é\Pseudocontacto

L 08 8piamagnéticos corresponden al desplazamiento de las sefiales en caso que
el centro se encuentra totalmente reducido (Cu*’-Cu*'), mientras que los

Opscudocontacto pueden calcularse a partir de datos de EPR mediante la ecuacién®®:

Ecuacién 4-4

_ Mo ppS(S+ D)

PC ™ 4 OkpTr2 (3cos?8 — 1)(gf ~ g1)

donde poes la permeabilidad del vacio, r es el médulo del vector r que conecta el

niicleo con el centro de coordenadas de los dos iones cobre, 0 es el dngulo entre el
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componente z del tensor g y el vector r, y g7y . son las componentes paralela y
perpendicular del tensor g. Los Opscudocontacto Tesultan muy pequefios (aun menores
que Spiamagnético), debido a la baja anisotropia de g de los sitios paramagnéticos de
Cu, incluido Cuy, por lo que pueden ser considerados nulos para este tipo de

calculos™™.

Normalmente, el efecto paramagnético de un electrén desapareado
disminuye con la temperatura, resultando en lineas mas delgadas y més cercanas
a la zona diamagnética. Esto resulta en una dependencia lineal del desplazamiento
quimico con la inversa de la temperatura, es decir, el sistema obedece la ley de
Curie y, cuando 1/T tiende a 0, el desplazamiento quimico tiende al valor
diamagnético. La ocurrencia de tendencias “no Curie” como las mostradas en la
Figura 33 indica que el sistema explora niveles electrénicos o conformacionales
con distintos desplazamientos quimicos, que se promedian a cada temperatura

segin cuan poblado est4 cada estado'®.

En todos los centros Cuy estudiados hasta la fecha se ha observado que los
desplazamientos quimicos de casi todas las sefiales presentan una dependencia
anémala con la temperatura (es decir, que se desvia de la ley de Curie) (Figura
33). Estos comportamientos indican la presencia de un estado alternativo al
fundamental accesible a temperatura ambiente, por ejemplo una conformacién
alternativa o como en el caso del centro Cuy otro nivel electrénico. En este caso
como se muestra en la Figura 34 y en la Tabla 5, la proteina Tt3L presenta un

gran nimero de sefiales de 'H y *C que exhiben comportamientos desviados de la

Ley de Curie.
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En este caso, la rigidez del sitio permite descartar cabios conformacionales
y el desvio de la ley de Curie ha sido explicado asumiendo la poblacién de dos
estados electrénicos alternativos a temperatura ambiente, cuya distribucién
puede ser descripta por la ley de Boltzmann. En base a esta suposicién, el
desplazamiento de contacto para el niicleo k en equilibrio entre dos estados se

puede expresar de la siguiente manera**":

Ecuacién 4-5
—AE
_ 1 fyq + fype*BT
5Contacto,k - F —AE
1+ eksT

donde fi; es la contribucién de cada estado (i=1,2) al desplazamiento quimico de
la sefial k y AE es la separaciéon de energia entre los dos estados, T es la
temperatura absoluta y kg es la constante de Boltzmann (0,69 em™ K™). La forma
de esta ecuacién es tal que, en el rango de temperatura factible de trabajar con
soluciones de proteina termoestables los datos son practicamente lineales. Esto
conduce a una convergencia muy pobre del ajuste cuando no se utilizan datos de
buena calidad, resultando en pardmetros con errores grandes. La inclusion de la
mayor cantidad posible de sefiales, preferentemente angostas, y la exploracién del
rango de temperaturas a intervalos pequefios, es necesario para lograr un ajuste
estable con errores razonables en los pardmetros obtenidos. Este enfoque fue
empleado en distintas oportunidades para analizar el comportamiento de los sitios
Cuy, pero recurriendo a pocas sefiales e incorrectamente asignadas, lo cual dio
lugar a valores inexactos de AR 141175176 By puestro laboratorio realizamos una
asignacién completa, residuo especifica y estéreo-selectiva de todos los niicleos de
"H, ®C y BN de la variante 7tCu,, que nos permitié no solamente poder
determinar de manera precisa el AE, sino también confirmar que corresponde a la
diferencia de energia entre los niveles 0,* y 7, mencionados anteriormente que no

depende de la distancia Cu-Cu (Figura 35)'%?,
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Figura 35. Perfil de potencial de los orbitales electrénicos del centro Cu, a una misma distancia Cu-Cu,
establecido a partir de los resultados con las mutantes de 7tCu,

Para proceder con el cédlculo del AEqx segiin la Ecuacion 4-5, es necesario
conocer los desplazamientos quimicos diamagnéticos de las distintas sefiales.
Varios de ellos ya eran conocidos a partir de los experimentos de asignacién de la
proteina Tt3L en su forma reducida (Ver 6.1. ). Para el resto de las seinales se
realizaron experimentos de transferencia de la saturacién, donde trabajando con
un porcentaje de la proteina en el estado reducido, se pueden correlacionar los
desplazamientos quimicos de la forma oxidada en equilibrio con los del estado
reducido. Sin embargo, no pudimos observar transferencias de la saturacién
efectivas en ninguna de las condiciones ensayadas, por lo que no se pudieron
determinar 108 Opiamagneticos d€ las sefiales no detectadas en los espectros de triple

resonancia.

Como estrategia alternativa se emplearon 10s Opiamagnéticos promedio de los
nicleos observados extraidos de la base datos BMRB (por sus siglas en inglés
Biological Magnetic Resonance Data Bank) ( 6Diamagnéticos*)l77, como en el caso de
los Cy de los residuos de His. Para controlar la calidad del ajuste se repitieron los
célculos excluyendo las dependencias de sefiales al azar de a uno o de a grupos, y
se variaron dentro del rango permitido 108 Spiamagnéticos™, Observando que el calculo

no se veia severamente afectado.
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A partir del ajuste de todas las sefiales se estimé un AEgx de 240 +60 em™,
que corresponde a una poblacién de 76:24 de los niveles 0,* y 7, confirmando la
conclusién obtenida a partir del espectro electrénico de esta variante. Ademas,
se el desplazamiento del Ca de la Cys149, es un indicador de la poblacién del
estado m, (Figura 28)'%. La deslocalizacién electrénica aumenta notablemente
sobre este nticleo en el estado m,, lo que produce mayores desplazamientos
quimicos. En el caso de la proteina Tt3L este nticleo se encuentra en una posicién
intermedia entre la proteina salvaje y la mutante M160H, actuando como sonda

interna de la alteracién de la estructura electrénica del centro Cuy.

Este resultado llama la atencién dado que en este caso, al contrario de la
mutante M160H, se conservan todos los ligandos y la separacién entre los mismos,
sin embargo se observa una disminucién del AEq/, indicando que cambios en la

segunda esfera de coordinacién pueden modular la estructura electrénica de

centro Cua.

~ 4.7.Electroquimica de Tt3L

Ulises Zitare del grupo colaborador del Dr. Daniel Murgida realizé las
medidas para determinar los pardmetros electroquimicos de la mutante Tt3L,
para evaluar la capacidad de transferencia electrénica de la misma. Para la
proteina 7tCu, y sus mutantes se determinaron las velocidades TE, el AG® y A
Tanto las energias de reorganizacién, y la fuerza impulsora, que depende del

potencial de reduccién de las mismas, se ven afectadas en las distintas mutantes

(Tabla 6).

Tabla 6. Pardmetros electroquimicos determinados para la proteina 7¢Cu, y sus variantes

mutagenizadas

Variante

FifeniiE.
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El potencial de reduccién determinado por voltametria ciclica en solucién
fue de 281+8 mV, ligeramente mds bajo que el determinado para la proteina
salvaje (293mV)''""2, Esto significa que la presencia de los mismos ligandos
dentro de la estructura de la proteina mutante conserva el potencial de reduccién.
Este resultado es importante desde el punto de vista funcional, dado que todas las
citocromo c oxidasas, comparten los mismos pares redox por lo que es de esperar
que la fuerza impulsora de las reacciones redox en las que se encuentra

involucrada se mantenga.

Por otro lado se determiné un A= 0.62+0.05 eV, similar al de la mutante
M160H vy tipico de proteinas con una poblacién en el estado o, incrementada. Sin
embargo la capacidad de transferencia electrénica se mantiene constante en el
mismo orden que para el caso de la proteina salvaje al igual que el caso de la

mutante M160H (Figura 36).
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Figura 36. Diagrama de Arrhenius para las protefnas 7¢Cu, (A), M160H (B) y Tt3L (C) obtenidas a pHS5,S.
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Como se discutié anteriormente, segtin la teoria semicldsica de Marcus
(Ecuacién 1-1) para entender las reacciones de TE, para optimizar la
transferencia se debe minimizar A para optimizar la transferencia. Dado que la
fuerza impulsora (AG®) para la reaccién es la misma tanto para Tt3L como para
TtCuy, la conservacion de la velocidad de TE en la mutante Tt3L se deberia a un

aumento en Hxp debido a la activacién del estado m, al igual que sucede con la

proteina M160H.

La estructura electrénica del centro Cuy nativo puede ser descripta por dos

estados fundamentales alternativos, o0,* y 7, separados por una pequefia
diferencia de energia (AE~kgT) y en rapido intercambio. Ambos estados coexisten

con una estructura muy similar, lo que permite su interconversién con cambios
nucleares minimos. El estado 0,* suele ser el de menor energia, y por lo tanto es

el mds poblado, lo que ha llevado a cuestionar el papel del estado 7, '*’.

Las mutantes del centro estudiadas hasta el momento, implicaban cambios
en el residuo de Met160, que es un ligando del sitio metélico. La modificacién de
la identidad de este ligando produce cambios en la estructura electrénica,
modulando la poblacién en el estado excitado m, a temperatura ambiente. El
estudio de estas mutantes permitié demostrar que un aumento en la poblacién del
estado m, no es perjudicial para las reacciones de TE, a pesar de estar

caracterizado por una mayor energia de reorganizacion (}\)1 e

El estudio de las mutantes en la posicién Metl60 es de interés, pero no
representa ningiin sitio presente naturalmente, ya que todas las proteinas con
centros Cuy conservan los mismos residuos de coordinacién al metal. En este
capitulo describimos el estudio de la estructura electrénica de la proteina
quimérica Tt3L, que mantiene todos los residuos de coordinacién y la longitud de
los bucles de unién al metal con respecto a 7¢Cuy. No obstante, vemos que estas

pequeifias perturbaciones son capaces de alterar la poblacién de los estados 0,* y

J.[ll.
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El andlisis de las distintas espectroscopias realizadas sobre la proteina Tt3L
en su forma oxidada indica que a temperatura ambiente, tiene un 23% del estado
., valor comparable con mutante M160H (27%,). En el espectro electrénico se
observa un incremento de la banda a 28000cm™ indicando la presencia de un
aumento de la banda de TC (S(Cys)~>Cu) 7, acoplado a la disminucién de las
bandas TC (S(Cys)=>Cu)o,. Esta observacién se condice con los datos de EPR y
RMN, que efectivamente revelan que la diferencia de energia entre estos dos
niveles es mucho menor que en la proteina nativa, de acuerdo con la mayor
poblacién del estado m, La Figura 37 muestra que tanto la espectroscopia de
absorcién como de RMN permiten estimar la relacién de poblaciones con un alto
grado de certeza. Por otra parte, el espectro de EPR confirma que esta
perturbacién tiene lugar sin que se pierda el cardcter de valencia mixta
deslocalizada. Finalmente, la espectroscopia EXAFS y la posicién de la banda de
intervalencia en el espectro de absorcién indican que estos cambios ocurren sin
que tenga lugar un aumento en la distancia Cu-Cu, es decir que los cambios
geométricos son minimos, sugiriendo un equilibrio con minima o nula barrera de

activacion.

\ RMN
L Y UV-Vis

Poblacién T,
o
9
A

AE,,, (k)/mol)

Figura 37. Correlacién entre los AEq/x calculados por RMN y UV-Vis, asumiendo la presencia de dos estados.

La presencia de esta distorsién en la mutante Tt3L implica que cambios
sutiles en la red de puentes de hidrégeno que rodean al centro metdlico permiten

modular la estructura electrénica del centro teniendo un efecto similar a la

72

MU M



mutante M160H, por lo que el centro Cuy a pesar de ser rigido, tiene una
estructura electrénica que se puede modular mds finamente a partir de pequefios

cambios, lo cual es compatible con el modelo aqui planteado.

Finalmente, vemos que el potencial de reduccién no se ve severamente
afectado pbr estas perturbaciones de segunda esfera, a pesar de que afecta las
velocidades de transferencia impactando tanto en la energia de reorganizacion
como en el acoplamiento electrénico donor-aceptor. En general, podemos
concluir que el estado 71, posee una mayor energia de reorganizacién que el estado
o.*, pero que el mismo es activo en transferencia electrénica porque exhibe un
mayor acoplamiento electrénico. Por lo tanto, ambos estados podrian cumplir
roles importantes en la transferencia electrénica en las oxidasas. La observacion
de que sus poblaciones cambian sin mayor cambio energético ni geométrico global

favorece la hip6tesis de una rdpida interconversién entre los mismos.

4.9. Perspectivas

.9.1.Efecto de mutantes de primera esfera de Tt3L

Un préximo objetivo es aprovechar nuestra capacidad de modular la brecha
de energia entre los dos niveles para generar variantes que posean los dos estados
electrénicos degenerados, o invertir la relacién de poblaciones, con un estado m,
mayoritario. El grupo de Yi Lu (Urbana-Champaign) en proteinas de cobre redox
ha demostrado que la combinacién de mutaciones de primera y segunda esfera
presenta efectos aditivos sobre el potencial redox'’®. Nosotros intentaremos
explorar la combinacién de mutaciones de primera y segunda esfera en el sitio

Cuy, para verificar si esta aditividad también se cumple en la modulacién del AEq/x.

En este momento en el laboratorio se cuenta con una mutante de 7tCuy
que presenta una marcada dependencia de las poblaciones en los distintos estados
energéticos con el pH, logrando invertir los niveles energéticos a pH alto
(poblacién m, >50%) y mutantes M160X sobre la base de Tt3L para estudiar el

efecto de las mismas en la estructura electrénica de Tt3L.
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§ 4.9.2.Sobre la densidad electrénica en la Met axial

Estudios de RMN de nuestro grupo en la mutante M160H revelaron que el

residuo His160 en la posicién axial posee densidad electrénica, que atribuimos a
una mezela del orbital d,? con el dxz.y2 en el estado m, ante la perturbacién
axial'®. Sin embargo, calculos QM-MM realizados por el grupo de Solomon en la
proteina quimérica Cua-Azurina, no predicen densidad electrénica sobre la Met
axial en ninguno de los estados energéticos'”. Sin embargo, la proteina Cuy,-
Azurina presenta una distancia Cu-S(Met) de 2.9 A, mientras que los sitios Cuy
nativos en las subunidades COX II estudiadas presentan distancias mds cortas,
entre 2,4 y 2,6 A, lo que podria explicar esta discrepancia. De todos modos no

existe evidencia experimental que apoye alguna de estas hipétesis.

La RMN permite identificar la presencia de densidad electrénica en los
nicleos de ligandos en el estado oxidado de Cua, como hemos discutido. Sin
embargo, en casos en los cuales esta densidad sea pequefia (como esperamos que
sea en el caso del ligando Met), las sefiales de RMN pueden estar ocultas en la
region diamagnética, dificultando su localizacién. Por lo tanto, hemos preparado
muestras de 7tCu, y Tt3L con el residuo de Met marcado con 33 en el e-CH;
mediante expresién en medio de cultivo minimo suplementado con *C Metil - L —

Met.

Experimentos preliminares muestran que la sefial del &-CH; seguida
mediante espectros 'H-13C HMQC muestra corrimientos respecto a su posicion
diamagnética en las variantes Cu, en forma oxidada. Sin embargo, los
desplazamientos son muy pequefios como para asumir que el Opscudocontacto €S
despreciable, tal como se hizo para las otras sefiales (Figura 38). Por lo tanto, para
poder determinar el aporte de pseudocontacto al 8opservado €8 Necesario obtener la
estructura cristalografica de ambas proteinas, por lo que nos proponemos obtener
la estructura cristalogrifica de Tt3L para poder determinar el 8contacto ¥ €stablecer
experimentalmente la densidad electrénica sobre el residuo axial de Met y si esta

aumenta en el estado .
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Figura 38. Espectros 'H-">C HMQQ de las proteinas 7¢Cu, y Tt3L marcadas especificamente con *C Metil — L
— Met en su estado oxidado, paramagnético. En amarillo se marca la posicién de la sefial correspondiente al
metilo en el estado diamagnético.

4.9.3.Sobre los caminos en las reacciones de TE

La presencia de dos estados electrénicos alternativos poblados a
temperatura ambiente en los centros Cuy nos ha llevado a sugerir es que los
mismos permiten direccionalidad en la transferencia electrénica con un costo
energético minimo'”. La principal diferencia entre los estados 0,* y 7, es la
presencia de densidad electrénica sobre el residuo de Met axial en el estado m,
que facilitaria el acceso de los electrones a partir del citocromo ¢ al centro Cuy
(Figura 39). La observaciéon de que mutaciones de segunda esfera permiten
modular la poblacién relativa de los dos niveles sin perturbar el potencial redox,
sugiere que este mismo fenémeno puede tener lugar frente a otras pequefias
alteraciones, tales como la unién del citocromo ¢ a la oxidasa, que ocurre en un
sitio de la superficie de COX II un sitio cercano al centro Cuy. Esta perturbacién
podria favorecer un aumento transiente de la poblaciéon del estado m,
aumentando el acoplamiento para la reaccién de TE Cit ¢>Cuy (Figura 39).
Luego, al disociarse la molécula de citocromo ¢, el centro Cu, reducido
presentaria un estado que favorece la TE hacia el grupo hemo dentro de la

subunidad COX I (Figura 39)'%*11,
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Figura 39. Caminos 6ptimos (Rojo) de TE desde el Cit ¢ al centro Cu, (Arriba) y desde el Cu, al hemo b
(abajo) en el complejo COX de Thermus thermophilus'®.

El mayor desafio del proyecto es realizar experimentos que permitan poner
a prueba esta direccionalidad. Hasta el momento, todas las medidas
electroquimicas se hicieron con muestras de proteina adsorbida sobre electrodos
o en solucién, es decir en un ensamble de distintas conformaciones adsorbidas.
Para poder estudiar individualmente cada una de las reacciones de TE, nos
proponemos anclar la proteina 7tCu, y sus mutantes a los electrodos de forma
direccional, mediante ingenieria de residuos de Cys en la superficie de la proteina
que permitan un anclaje orientado de la misma a los electrodos. Esta estrategia
permitiria explorar la eficiencia relativa de los distintos caminos y estados

electrénicos en la direccionalidad de la transferencia electrénica a distancia.
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ICapitulo 5. Efecto del pH en la estructura electrénica del centro Cua |

La reduccién del oxigeno molecular catalizada por COX es una de las
principales reacciones que sostienen la vida en organismos aerébicos. La
reduccién se encuentra acoplada a la produccién de un gradiente de protones, que
es luego utilizado para la sintesis de ATP, la fuente de energia para muchos
procesos bioldgicos®®!®. Los electrones ingresan a COX a través del sitio Cuy en
COX 1I, luego son transferidos al hemo /b segin la especie, y por dltimo son
transferidos al centro hemo 23-Cup donde se requieren cuatro e para la reduccién

del oxigeno molecular. Todas estas reacciones tienen fuerzas impulsoras muy

110181 ¢ 10mV entre el Cuy y el

bajas 20mV entre el citocromo ¢y el centro Cuy
hemo a/4'%1%, Por lo tanto cualquier cambio en el potencial de reduccién del

centro puede afectar severamente las reacciones.

El gradiente de protones generado cuando se reduce la molécula de O2
puede generar valores de pH extremos localmente cerca de la superficie de la
membrana, los cuales pueden alterar la estructura electrénica del centro. El grupo
de Yi Lu demostré que el potencial de reduccién de la proteina quimérica Cux-
Azurina presenta una fuerte dependencia con el pH, llegando a aumentar en
180mV a pH 4 con respecto al valor medido a pH 7°!. Este dependencia del
potencial con el pH fue asignada a la protonacién del ligando His120 (His157 en
TtCuy), que induce la disociacién del mismo del metal al cual se encuentra
coordinado. Esta observacién fue tomada como base para sugerir que este residuo
podria cumplir un rol regulatorio en las reacciones de transferencia electrénica
del complejo COX frente a cambios de pH locales. En el caso que se encuentre
deprotonada seria capaz de recibir los electrones del citocromo ¢ y una
disminucién del pH localmente podria provocar la protonacién de la misma, con
el concomitante aumento del potencial de reduccién que le permitiria reducir al

hemo a/b con alta eficiencia.

Sin embargo, trabajos de nuestro laboratorio con la proteina 7¢Cu,, con un

centro Cuy nativo mostraron el pH tiene un efecto menor en el potencial de

7

MV M



reduccién (incremento de 15mV a pH 4 respecto a pH 7), y pudimos descartar

que tenga lugar una disociacién de un ligando His del sitio metalico' ">,

Estudios electroquimicos realizados por Ulises Zitare con 7tCu,, sus

variantes M160X y Tt3L mostraron que el potencial de reduccién no es

mayormente alterado por cambios de pH en ninguna de las mutantes tal como se

observé para la proteina salvaje. Sin embargo hay cambios muy marcados en la

velocidad de TE (krg), siendo la mutante M160H la que tiene el mayor incremento

a pH neutro con respecto a la velocidad a pH 4cido (Figura 40).
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Figura 40. Incremento de la kqy; de las variantes Cu, con el aumento del pH. Se destaca en el recuadro de

abajo la dependencia de A y kr; con el pH de la mutante M160H.

Sorprendentemente en la mutante M160H el aumento en krp se da junto

con un aumento de A (0,34 a 0,60 eV), lo que en principio estaria contradiciendo

la teoria de Marcus (Figura 40 abajo)™.
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Por lo discutido en el capitulo anterior, el cambio en A indicaria que a pH

dcido habria un aumento del AEyx (aumento de poblacién o,

*)145

, por lo que
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decidimos estudiar por distintas espectroscopias la estructura electrénica del

centro Cu, en estas variantes en funcién del pH.

5.1. Estructura electrénica en funcion del pH de la mutante M160H de TtCua

Realizamos distintos estudios espectroscépicos en funcién del pH para
analizar el efecto de la transicién en la estructura electrénica del sitio metdlico. Al
bajar el pH, los espectros UV-Vis muestran la misma tendencia que se observa al
bajar la temperatura (Figura 41): disminuye la relacién de intensidades entre la
bandas de altas energias a 28000 cm™ correspondientes a la suma de las bandas
de CT N(His)>Cu y [S(Cys)->Cu] 7, con respecto a la intensidad de las bandas
alrededor de 20000 cm™ de la TC S(Cys)>Cu. No se observan cambios en la
posicién de la banda de intervalencia, indicando que se preserva la distancia Cu-
Cu. En base a lo discutido en el capitulo anterior, estos resultados indican que al

bajar en pH hay una menor poblacién del estado .

2 l ——
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~ 08 8y
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Figura 41. Dependencia de la temperatura (Izquierda) y del pH (derecha) del espectro electrénico de la
mutante M160H. Los espectros dependiendo del pH fueron normalizados con respecto a la banda a 21000 cm’

1
Se realizaron espectros de EPR de la proteina M160H en funcién del pH,
que permitieron corroborar que el centro Cu, se mantiene en estado de valencia
mixta deslocalizada a los pH de trabajo (Figura 42). Los datos del ajuste de los

experimentos se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 7. Resumen de los Ajustes de los espectros de EPR de la mutante M160H en funcién del pH

pH 8 g1 Ay A, AEo EPR (cm™)
2,219 202 196 60 40 40 4125
2,219 2,02 1,97 60 40 40 4125

4,5 2,212 SIS T06 60 40 40 4261

3,5 2,21 2,01 1,98 60 40 40 4302

Intensity (a.u)

_ Intensty (a.u)

ty (a.u)

°
8

Intensi
&
Y
>

s
3

075

050

025 —J\//\ -
000 = \

Intensity (a.u)

050

8

y

Intensty (a.u)

I3
R

§H35
—— Expenmanta
—Ft

Figura 42 Espectros de EPR en funcién del pH de la mutante M160H de 7¢Cu, Arriba. Panel inferior

comparacién de los datos experimentales con los simulados empleando Easyspin.

Los valores de g, disminuyen al aumentar el pH, sugiriendo un cambio en el

AEqyn. La diferencia de energia entre el nivel fundamental 0,* y el nivel excitado

7, es mayor a pH 4cidos, a favor de la hip6tesis de una mayor poblacién del estado

%
Gu .

Finalmente, se adquirieron espectros de RMN de 'H en la regién

paramagnética a bajo pH, siguiendo el desplazamiento de los Hf de los ligandos de

Cys, que (como se discutié en el capitulo anterior) son las sefiales mds sensibles a
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cambios en la relacién de poblaciones 0,*: m,. Los experimentos se realizaron en
solucién en DO y a 283K para minimizar la precipitacién de la proteina durante
los tiempos de adquisicién. Como se observa en la Figura 43, las sefiales
correspondientes a los Hp del ligando Cys153 sufren desplazamientos al disminuir
el pH de la solucién. Estos desplazamientos siguen la misma direccién que la
observada al disminuir la temperatura (Figura 43), es decir equivalente a la

poblacién del estado de menor energia.

Por otra parte, a bajo pH se observan las sefiales correspondientes a ambos
residuos de His en la regién paramagnética, lo cual nos indica que las dos His
contintian coordinadas al centro Cuy, a diferencia de lo informado para Cua-

azurina (Figura 44).
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Figura 43. Dependencia de la Temperatura (Izquierda) y del pH (derecha) del desplazamiento de las sefiales
correspondientes a los HB Cys153 de la mutante M160H de 7tCu,.
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Figura 44. Dependencia del pH de la region de las His hiperdesplazadas de M160H.

Los espectros de RMN confirman que a bajo pH, la proteina M160H tiene
un aumento en la poblacién del estado 6,*. Concluimos por lo tanto que el estado
0,* se caracteriza por una menor energia de reorganizacién (L) que el estado .
No obstante, el estado 7, se caracteriza por una mayor velocidad de transferencia

electrénica a pesar del aumento de A.

5.2. Dependencia del pH de las sefiales de His de la mutante M160Q
La transferencia electrénica de la mutante M160Q presenta un
comportamiento similar de la kg con el pH que la mutante M160H. Sin embargo,
el aumento en la velocidad es menos pronunciado que en la variante M160H,
asemejandose mds al fen6meno observado en la proteina 7tCu, (Figura 40). Por
su parte, el espectro UV-Vis no refleja grandes cambios en funcién del pH,
sugiriendo que la diferencia de energia se mantiene a distintos valores de pH

(Figura 45).

En el caso de esta mutante, las sefiales de los residuos de Cys en los
espectros de RMN de 'H son de mds dificil deteccién debido a los mayores anchos
de banda, por lo cual no se pudieron realizar espectros a bajo pH. Sin embargo, los
espectros en la regién de las His muestran que ambas se mantienen unidas al

centro Cuy a lo largo de la titulacién (Figura 46).
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Figura 45. Dependencia del pH del espectro electrénico de la mutante M160Q. Los espectros normalizados

respecto a la banda a 21000 cm™.

1H ppm
Figura 46. Dependencia del pH de la regi6n de las His hiperdesplazadas de M160Q.

5.3. Dependencia del pH de la estructura electronica de la mutante Tt3L
En el caso de la proteina Tt3L, la kry es insensible a cambios en el pH, a
diferencia de las otras variantes analizadas de TtCu, (Figura 40). Por su parte, el
espectro UV-Vis tampoco evidencia grandes cambios con el pH (Figura 47). Del
mismo modo, las sefiales de los HB de los ligandos Cys en el espectro de RMN
tampoco son sensibles a cambios en el pH (Figura 48), indicando que no se

alteran las poblaciones de ambos estados electrénicos.
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Figura 48. Dependencia del pH de la posicién de los HB Cys (sefiales i,j,k Tabla 5)

10000

Figura 47. Dependencia del pH del espectro electrénico de la mutante Tt3L. Los espectros normalizados

Para comprobar la coordinacién de las His al centro en el rango de pH

utilizado, se realizaron los experimentos de dependencia del pH, registrando los

espectros en esta regiéon, mostrando que las sefiales se conservan a lo largo de la

titulacion
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Figura 49. . Dependencia del pH de la regién de las His hiperdesplazadas de Tt3L.

5.4. Discusion
A diferencia del trabajo con CuA-Azurinagl, la proteina 7tCu, y sus
variantes, no muestran un comportamiento similar frente a cambios en el pH,
recalcando la importancia de la matriz proteica como regulador de las propiedades

redox y electrénicas de centro Cuy' ™.

El efecto marcado en la krg de la mutante M160H es contraintuitivo, ya que
el mismo ocurre en paralelo a un aumento en A. Aplicando la teoria de Marcus,
este efecto se puede explicar asumiendo una activacién del estado electrénico m,
que debido a un aumento de 7,5 veces el Hyp, que de este modo contrarresta el

efecto negativo del aumento de A.

Debido a los valores de observados A observados para la mutante M160H en
los dos extremos de pH, podemos suponer que estariamos observando una
disminucién de la poblacién en el estado 7, a pH bajo, lo que fue confirmado a
partir de la posicién de los HB de la Cys153 en los espectros de RMN y los cambios

en el espectro electrénico de la proteina.

Por otro lado los cambios en la velocidad de TE al disminuir el pH las
proteinas 7¢Cuy y M160Q se pueden explicar por cambios en las cargas

superficiales que causan que adsorciones al electrodo en orientaciones
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ligeramente diferentes segiin el pH. La observacién de que la mutante Tt3L (a
pesar de tener un AEq similar al de M160H) no se ve afectada por el pH confirma
esta sugerencia, ya que en la misma se han cambiado los bucles en la superficie de

la proteina, lo que podria resultar en una interfase de unién distinta a la

presentada por las otras variantes.

Estos resultados confirman no solamente que los sitios de Cuy presentan
dos estados electrénicos alternativos, también revelan que los mismos estdn en un
equilibrio dindmico que puede ser regulado por cambios en el pH, siendo ambos
activos para la transferencia electrénica. El aumento de la velocidad de
transferencia en el estado 7, a pesar de la mayor energia de reorganizacién del
mismo sugiere que los dos estados pueden alternarse en disponibilidad, con
cambios en la distribucién de densidad electrénica que no afectan la estructura
geométrica del centro. Esta caracteristica podria explicar la alta eficiencia del sitio

Cuy en la transferencia de electrones bidireccional a largo alcance en las oxidasas.
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|Cap1'tulo 6. Ensamblado del Centro Cus Mitocondrial

En la Introduccién describimos la necesidad de que las células regulen sus
niveles internos de cobre, por lo cual la carga necesaria de estos iones en
metaloprotefnas requiere de la accién de metalochaperonas especificas y otras
proteinas asociadas. El cobre entra en la célula en su forma reducida, Cu(I) y es
transportado por distintas proteinas metalochaperonas que se encargan de la
distribucién a los distintos compartimentos celulares (Figura 1). Este mecanismo
de transporte implica un reconocimiento especifico y de baja afinidad proteina-
proteina®®'®1%  Este tipo de interaccién permite que los contactos sean

transientes, para que la efectividad de transferencia sea la 6ptima.

En el caso particular del centro Cu,, los mecanismos especificos de
transporte y carga del cobre en esta enzima ain no son completamente
comprendidos75’187’188. El sitio Cus posee dos iones cobres unidos fuertemente a
puente por dos tioles de Cys en la subunidad COX II. Debido a que esta subunidad
estd ubicada en ambientes oxidantes, tales como el periplasma bacteriano o el
espacio intermembrana mitocondrial'®'®, el ensamblado del sitio metalico
requiere, ademds de una metalochaperona especifica, de un mecanismo que
mantenga reducidos los tioles de estas Cys, que (por su cercania) tienden a formar

con facilidad un puente disulfuro.

Hace unos afios, nuestro grupo dilucidé el mecanismo bioquimico de
ensamblado del centro Cuy en la oxidasa bacteriana de Thermus thermophilus. En
ese caso particular, establecimos que la proteina 7¢Scol, una proteina anclada a
membrana, actiia como tiol-disulfuro oxidorreductasa de COX II manteniendo
reducidos los grupos tioles. Por su parte, la metalochaperona periplasmitica
soluble, PCuxC (Periplasmic Cuy Chaperone) es la encargada de la transferencia

de los iones Cu(I) de manera secuencial para formar el centro Cuy*(Figura 50) .
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Citoplasma

Figura 50. Mecanismo de ensamblado del sitio Cu, en COX II en el sistema bacteriano.

En el caso de eucariotas, el sistema es mucho mds complejo. Por un lado,
no existe un homoélogo eucariota de PCu,C y dentro del espacio intermembrana
mitocondrial hay un nimero mayor de proteinas que se encuentran involucradas

en el ensamblado de una COX funcional®®’.

Estudios genéticos han determinado que la formacién del complejo COX
tiene lugar a través de la formacién de complejos involucrando varias

subunidades. Cuando la formacién del centro Cu, se ve comprometida, se observa

la acumulacién de un complejo de ~100kDa que contiene a las subunidades COX

Iy IV lo que permite determinar qué proteinas se encuentran involucradas en
la formacién de un centro Cuy funcional®®'**'%, De esta manera se identificaron
tres proteinas de unién a cobre directamente involucradas en la formacién de este

e 3,75,195-
centro metélico Cox 17, Scol y SoopARIIEST

Cox 17 es la encargada de transferir iones cobre a las proteinas Scol/2 y a

Cox 11, donando los iones cobre a través de reconocimientos transientes
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mediadas por interfaces especificas’**!*®. Scol y Sco2 fueron identificados como
supresoras de Cox 17 en levaduras, sin embargo su funcionalidad varia entre
organismos’". En levaduras y plantas s6lo Scol es esencial para el ensamblado del
centro Cuy >, En cambio, mutaciones en cualquiera de estas proteinas en
humanos producen deficiencia en COX que resultan en el desarrollo temprano de
enfermedades letales™?°. Pacientes con mutaciones en el gen ScoZ2 presentan
problemas en el encéfalo y el miocardio, mientras que pacientes Scol presentan

62163 " Fsta diferencia entre ambas mutantes, sin embargo, no

fallas hepditicas
depende de la expresién tejido-especifica de las proteinas ya que tanto Scol como
Sco2 estdn presentes en todos los tejidos. Estudios en fibroblastos inmortalizados
muestran la acumulacién de los mismos subcomplejos de la formacién de COX,
sugiriendo que Scol y Sco2 tienen funciones complementarias en el ensamblado

de COX™.

Scol y Sco2 estdn ancladas a la membrana interna mitocondrial por una
simple hélice transmembrana con los dominios globulares hacia el IMS**. Ambas
tienen un sitio de unién a cobre que consiste en dos residuos de Cys dentro de un
motivo Cx3C y un residuo conservado de His'’. Mutaciones en cualquiera de
estos residuos anulan la capacidad de unién a cobre de estas proteinas y resultan
en deficiencia en ensamblado de COX?". El sitio de unién a cobre est4 expuesto al
solvente, favoreciendo las reacciones de transferencia del mismo. El bucle que
contiene el residuo de His en las proteinas Sco es la tinica regién que sufre
rearreglos conformacionales importantes tras la unién a Cu(I)*°****(Figura 51).
Ambas proteinas también tienen capacidad de unién a Cu(Il) in vitro, pero se

desconoce la funcionalidad in vivo de esta forma redox’*.

Los sitios de unién a Cu(I) de las proteinas Cox 17, Scol, Sco2 y COX II

deben mantener reducidas las Cys de unién a cobre durante las reacciones de
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transferencia de Cu(I) dado que el IMS es un ambiente oxidativo . Mutaciones

que alteran el estado redox de estas proteinas también afectan la formacién de
una COX funcional®. Las mutaciones deletéreas mds ubicuas en las proteinas
Sco: (P174L en Scol, y E140K, R170W y S225F en Sco2) se encuentran cerca del
motivo Cx3C o del residuo de His esencial (Figura 52). Estudios en tejidos de
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pacientes y fibroblastos muestran una disminucién en la formacién de COX

funcionales empleando las versiones P174L de Scol o E140K de Sco2” B Iy

cambio, no se han descripto mutantes de Cox 17 en humanos. Ensayos in vitro
mostraron que estas mutaciones disminuyen la capacidad de unién a Cu(I) y

Cu(Il) y que la mutante P174L muestra una capacidad disminuida de metalacién

7205

por parte de Cox 17°°, mientras que la mutante E140K, muestra una menor

d206

estabilidad®”®, compatible con los estudios in vivo que muestran niveles menores

de expresién.

a)

Figura 51. (a) Reordenamiento del bucle de His de la proteina Scol tras la unién de Cu(I). (b)

Reordenamiento de los ligando por la unién de Cu(l) a la proteina Scol.

En cultivos celulares humanos, se llevaron a cabo un gran ntmero de
experimentos para determinar la funcién de cada una de las proteinas, sin
embargo la imposibilidad de seguir el grado de metalacién tanto de las proteinas
Sco como de COX II no permitié6 determinar fehacientemente el rol de las

mismas7°’81’187’188.

La principal limitante para realizar experimentos biofisicos y bioquimicos
que permitan poner a prueba las distintas hipétesis funcionales de estas proteinas
ha sido la imposibilidad de obtener un dominio soluble de COX II humana. En
este trabajo de Tesis, hemos logrado obtener el modelo minimo de COX II
humana, Tt3L, que tiene los residuos de superficie involucrados en el sitio de

reconocimiento putativo de las proteinas Sco, que usaremos con estos fines.
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Figura 52. Mapeo sobre la estructura de las proteinas Scol y Sco2 de las mutaciones deletéreas reportadas

para ambas proteinas.

6.1. Asignacion del espectro HSQC de la proteina Tt3L
La ventaja de la RMN por sobre otras técnicas espectroscépicas, es la
capacidad de tener resolucién atémica sobre los procesos investigados. Ademas,
las distintas sefiales dentro de los espectros son sensibles al entorno en el que se
encuentran, por lo que cambios en los desplazamientos quimicos observados, son

manifestacién de cambios en el ambiente particular de los nricleos.

Sin embargo, para poder identificar los 4tomos que se ven afectados dentro
de la secuencia de la proteina, es necesario asignar las sefiales de los espectros. En
particular el espectro de correlacién 'H-""N HSQC es muy empleado para seguir el
estado global de la proteina, dado que las sefiales observadas corresponden a los
pares H-N del esqueleto proteico de la proteina, por lo que cada sefial se
corresponde a un residuo de la proteina. La forma global del espectro refleja el
estado de la proteina en una condicién dada. Una vez asignado este espectro, se

puede usar como base para explorar la dindmica de la proteina o la interaccién
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con ligandos u otras proteinas de manera residuo especifica, es decir reconocer
cudles son los residuos que se encuentran involucrados en las interacciones
estudiadas. En el caso del estudio del proceso de ensamblado del sitio Cus, como
se discutié en la introduccién, es importante poder seguir: (1) el proceso de
reduccién de la forma apo oxidada de las proteinas (de ahora en més, forma S-S) a
la forma apo con tioles reducidos (de ahora en mas, forma 2SH) y (2) el proceso
de unién a Cu(I). Por lo tanto, la técnica debe ser capaz de distinguir entre estas
distintas formas. El espectro HSQC de la proteina salvaje 7tCu, en su forma apo
reducida (2SH) no presenta las sefiales correspondientes al bucle de ligandos

1135

debido a una heterogeneidad conformacional ™. En cambio, se cuenta con la

asignacién completa de la forma metalada reducida de la misma.

Se realizé la titulacién se hizo mediante agregados de Cu(I) en solucién
(mezcla de CuSO4 y 4cido ascérbico) a la proteina N-Tt3L apo reducido (2SH) y
se siguieron los cambios que se producen a partir de la unién de los iones cobre

en el espectro 'H-">N HSQC.

Los espectros resultantes de la adicion de 2 equivalentes de Cu(I),
muestran diferencias notables, con respecto al espectro de la proteina Tt3L,sy apo
reducida. Se observa un aumento del niimero de sefiales, muchas de estas en
regiones del espectro bien discriminadas respecto a las sefiales de la proteina sin

metal al igual que sucede con la proteina 7tCu, (Figura 53).

Apo-Tt3L,y s%N? 2 o o Apo-Tt3L,,+ 2eq Cu(l) L, r
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Figura 53. Comparaci6n de los espectros 'H -'>N HSQC de la proteina Apo-Tt3L2SH (Izquierda) y
tras el agregado de 2eq de Cu(I) (Derecha).

92

A WA



La solucién empleada en la titulacién contaba con 1mM DTT para asegurar
la reduccién de las Cys de la proteina y 1mM 4c. Ascérbico para mantener el
cobre en su forma reducida. Posteriormente se eliminé el reductor mediante
didlisis y se observé la aparicién del color piirpura caracteristico del centro Cuy
oxidado, con un espectro de absorcién similar a los ya obtenidos para la proteina,

confirmando que el espectro final corresponda a la forma nativa de unién a metal.

Dado que la presencia de los iones cobre le brinda rigidez a la proteina y se
observan una mayor cantidad de sefiales en el espectro HSQC tal como sucede
con la proteina 7tCuy, se decidié emplear la forma di-Cu(I)- ’N-"*C-Tt3L para
realizar los experimentos de asignacién del espectro HSQC. Se hizo realizaron una
serie de espectros de triple resonancia 'H-"’N->C: HNCO, HN(CA)CO, HNCA,
HN(CO)CA, CACB(CO)NH y HNCACB, tal como se describe en 2.5.2que permiten
detectar selectivamente las conectividades ligadas a los protones amidicos

observables en el HSQC segtin se muestra en la Figura 54.

HNCO/HN(CA)CO HN(CO)CA/HNCA CBCA(CO)NH/HNCACB
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Figura 54. Experimentos b4sicos de asignacién del esqueleto proteico de proteinas. En rosa se muestran las
resonancias observables en los espectros tridimensionales y en celeste los niicleos por los que se filtran las
conectividades.

Los espectros se corrieron un equipo Bruker 600MHz con sonda TXI a
25°C. Empleando una concentraciéon de 1mM de proteina Tt3L en buffer 100mM
fosfato de potasio, 100mM KCI, pH 6 y para evitar la oxidacién de la muestra se

agregé SmM 4cido ascérbico.
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