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Introduccio

1 LES PROTEASES

Les proteases son els enzims encarregats del trencament d’enllagcos peptidics
de péptids i proteines mitjangant un mecanisme d’hidrolisi. Aquests enzims es troben
referits en algunes ocasions com a peptidases o proteinases, essent peptidasa el
terme recomanat per la Unié Internacional de Bioquimica i Biologia Molecular.

Les proteases es troben distribuides en diferents organismes, tant en eucariotes,
com a procariotes i virus, i les seves funcions sén igualment diverses, actuant en la
degradacié6 inespecifica durant el recanvi proteic i el metabolisme, o en processaments
proteics més especifics com poden ser la maduracié de les proteines constituents de
les capsides dels virus i l'activacid de proenzims, prohormones o proneuropéptids.
Aquesta amplia funcionalitat fa que les seves possibles aplicacions siguin també moilt

extenses, tant en medicina com en biotecnologia.

1.11.1  Proproteases i proteolisi limitada

Degut a I'evident perillositat d’'una activacié de les proteases en llocs 0 moments
inadequats, aquests enzims estan sotmesos a forts controls de regulacid, normalment
de caracter postraduccional: moltes proteases son sintetitzades en forma de
proenzims o zimogens, formes inactives i estables. Aquestes formes han de patir un
procés de protedlisi limitada especific per part de la mateixa (autoprotedlisi) o d’'una
altra proteasa que elimina una part de la molécula i permet I'adquisiciéo de la seva
completa funcionalitat.

El segment proteic que inhibeix I'enzim de forma autdloga i és eliminat sol
denominar-se segment d’activacié o segment pro, i acostuma trobar-se en posicié N-
terminal respecte I'enzim actiu, tot i que hi ha exemples, com en el factor IX de
coagulacié o en la proinsulina (Csorba, 1991) on es troben en posicié central i C-
terminal, respectivament. La longitud d’aquest segment és forga variable, des dels 6
residus en el cas del tripsinogen fins als 560 del plasminogen, el qual és fins i tot major
que la proteina activa (exemple: pepsinogen, Fig I.1). La grandaria d’alguns segments
d’activacié ha portat a I'estudi de possibles funcions addicionals a la inhibicié de
'enzim, encoratjat pel fet que cada cop més proteines presenten el fenomen
moonlighting, pel qual una molécula té la capacitat de realitzar més d’'una funcio
(Copley, 2003; Jeffery, 1999). Alguns treballs han demostrat la funcié d’aquests
segments com a xaperones co-traduccionals (Phillips i Rutter, 1996; Sgrenson et al.,

1993), de manera que la seva preséncia seria necessaria per tal que I'enzim adoptés
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el seu plegament correcte. El fenomen de moonlighting ha estat demostrat també per a
altres proteases, on s’han trobat funcions addicionals com la capacitat del péptid

d’activacié del plasminogen per suprimir la secreci6 gastrica (Bower et al., 1974).

Figura I.1. Exemple d’estructura d’un proenzim: estructura tridimensional del
pepsinogen. La forma activa del pepsinogen, la pepsina, és mostrada en forma de
diagrama de cintes. La regi¢ inhibidora, de 44 residus, es mostra de color vermell i en
visualitzaci6 de bastons.

La inhibicid de I'enzim pot donar-se per varis mecanismes, per exemple creant
un impediment estéric per a l'accés al centre actiu, en el cas de les
procarboxipeptidases, o bé produint una distorsié del centre actiu o dels llocs de fixacio

del substrat, en el cas del quimotripsinogen.

1.1.2 Tipus de proteases

Les proteases solen diferenciar-se principalment en endo i exoproteases. Les
endoproteases produeixen el tall proteolitic a I'interior de la seqliéncia peptidica i les
exoproteases en un dels extrems, a I'N-terminal (aminopeptidases) o al C-terminal
(carboxipeptidases).

Apart d’aquesta puntualitzacid, existeixen multiples classificacions de proteases
basades en diferents criteris: especificitat de substrat, mecanisme catalitic, relacions
estructurals evolutives, localitzacié intracel-lular, funcié en 'organisme, etc.

No obstant, la classificacid de les proteases més utilitzada és la descrita per
Rawlings i Barrett (1993), basada en el residu implicat principalment en el seu
mecanisme catalitic. Aquesta classificacid va ser posteriorment implementada amb la

creacio de la base de dades MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/) (Rawlings et al.,

4
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2006), la qual subclassifica els diferents tipus catalitics en families, definint-se una
familia com un conjunt de proteases homologues. A més a més, aquesta base de
dades inclou també una classificacio d’inhibidors de proteases (Rawlings et al., 2004).
D’aquesta manera, 8 grups diferents de proteases han estat descrits fins ara: serina
proteases, treonina proteases, cisteina proteases, aspartic proteases,
metal-loproteases, glutamic proteases, proteases de mecanisme catalitic mixt i

proteases de mecanisme desconegut.

Les serina proteases es caracteritzen per tenir, principalment, un residu serina
al centre actiu involucrat en el mecanisme catalitic. Una de les families més grans i
importants és la de la quimotripsina (S1), on totes les proteines descrites fins ara sén
endoproteases. En aquesta familia es poden trobar enzims digestius com la mateixa
quimotripsina, I'elastasa i la tripsina. Aquest ultim component té especial rellevancia ja
que es troba implicat, entre d’altres funcions, en el processament de zimdgens d’altres
proteases que degraden proteines provinents de la ingesta. En aquest grup també
trobem proteines implicades en la coagulacié sanguinia com la trombina, I'activador
del plasminogen i factors de coagulacié, aixi com d’altres proteines destacables com
'elastasa i els factors del complement. Una altra familia remarcable és la de la
carboxipeptidasa Y (S10), que conté exclusivament serina carboxipeptidases. Aquests
enzims solen trobar-se en fongs, graminies i dicotiledonies, i es caracteritzen per la
preséncia d’un residu glutamic que precedeix la serina catalitica i que atorga a aquests
enzims un pH optim acidic.

Els components del grup de les treonina proteases utilitzen el grup hidroxil de
la cadena lateral de la treonina per tal de catalitzar la hidrolisi de I'enlla¢ peptidic.
Aquest grup ha estat, juntament amb les glutamic proteases, un dels grups descrits
meés recentment (Seemuller et al., 1995). No s’hi troben gaires families, no obstant,
una de les més destacades és la de les hidrolases del proteasoma (T1), en la qual les
treonines reactives es troben encarades cap al lumen de la superestructura.

Les cisteina proteases tenen un mecanisme catalitic en el qual es troba
involucrat el grup sulfhidril d’'una cisteina. El grup catalitc de les cisteina proteases
engloba una gran quantitat de families diferents. Una de les families més estudiades
és la de la papaina (C1), que conté endo i exo-peptidases implicades en I'activitat
proteolitica de vacuoles procariotes i de lisosomes eucariotes (un exemple en son les
catepsines). Una altra familia destacada és la de les caspases (C14), on es troben
proteases involucrades en la principal cascada de I'apoptosi.

Els membres del grup de les aspartic proteases presenten un residu aspartic al

seu centre actiu, de manera que el pH optim de la majoria és acid. Aquest fet produeix
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que la seva localitzacio sigui, per tant, a llocs com als lisosomes o bé a I'estbmac
intervenint activament en la digestié. Un dels seus membres més destacats és la
pepsina (familia A1), ja que fou la primera proteasa descoberta i el segon enzim en
ésser cristal-litzat (Northrop, 1930). Aquesta familia només conté endopeptidases que
presenten 2 residus aspartic al seu centre actiu (James, 2004). Un dels altres elements
importants d’aquesta familia és la renina, la qual és capag¢ d’actuar també a pH neutre.
Altres families importants contenen enzims com les retropepsines (A2), o presenilines
(A22).

Les metal-loproteases contenen un 0 metallic implicat en el mecanisme
catalitic, que normalment sol ésser un zinc. L'ié metal-lic sol trobar-se coordinat amb
tres cadenes laterals i una molécula d’aigua, la qual, en ésser activada, iniciara I'atac
nucleofilic. Aquest grup presenta un elevat nombre de families, entre les quals caldria
destacar la representada per la metal-lopeptidasa de matriu 1 (M10), les quals
participen en la renovacié de la matriu extracel-lular i en importants funcions
reguladores; la de les col-lagenases (M9), i la representada per la carboxipeptidasa A1
(M14).

Les glutamic proteases han estat I'Ultim grup a incorporar-se en aquesta
classificacioé (Fujinaga et al., 2004). La resolucié de l'estructura tridimensional de la
proteasa model va mostrar que el residu implicat en el mecanisme catalitic era un
glutamic, a diferencia de la resta de proteases, creant-se, per tant, un nou grup. Al ser
un grup relativament nou, només conté una familia (G1), representada per la
scytalidoglutamic peptidasa, amb proteases d’origen fungic.

L’dltim grup es troba format per proteases de mecanisme desconegut, que vol
englobar proteases que no han pogut ésser classificades degut a manca d’informacio
sobre la seva activitat. Algunes families d’aquest grup tenen com a representats el

factor d’esporulacié SpollGA (U4) i algunes col-lagenases (U32).

1.1.2.1 Les metal-loproteases

Les metal-loproteases, tal i com s’ha descrit anteriorment, sén els enzims que
posseeixen un i6 metal-lic implicat en el seu mecanisme catalitic. Aquest grup catalitic
de proteases ha estat classificat per Rawlings i Barrett (1995), basant-se en relacions
estructurals evolutives. Segons aquesta classificacio, les diferents families de
metal-loproteases es divideixen quant a la manera de coordinar I'ié metal-lic. Gracies a
la técnica de cristal-lografia de raigs-X s’ha observat que un dels motius més

importants per a la unié de I'ié6 metal-lic té la forma HEXXH (clan MA de la classificacio
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de la base de dades MEROPS). La classificacié, doncs, queda formada per quatre

grups diferents:

a)

“HEXXH + E”: els quatre lligands de I'i6 zinc sén una molécula d’aigua,
les dues histidines del motiu HEXXH i un residu d’acid glutamic. La
majoria de metalloproteases daquest grup corresponen a
endopeptidases. Exemples daquest grup sén Ila familia de
'aminopeptidasa N (M1), la de la termolisina (M4), la de Ia
carboxipeptidasa Taq de Thermus aquaticus (M32) i la de la dlicil
aminopeptidasa (M3). Aquest grup es correspon amb el subclan MA(E)
de la base de dades MEROPS.

“HEXXH + H/D”: les proteases que pertanyen a aquest grup presenten
un residu d’histidina o un acid aspartic com a quart grup coordinador del
zinc, essent els altres tres les dues histidines del motiu HEXXH i una
molécula d’aigua, com a la classe anterior. En aquest grup hi trobem
exclusivament endopeptidases i constitueixen el subclan MA(M) de
MEROPS. D’entre les families més importants hi ha la de les
metal-loproteases de matriu (M10), la qual ja ha estat descrita breument
amb anterioritat; i la familia de I'astacina (M12), amb membres com les
proteines ADAM (amb dominis desintegrina i metal-loproteasa), de
cabdal importancia en l'activacié de proteines com la proteina precursora
amiloide (APP) o el factor de creixement transformant o (TGFa.).
“diferent a HEXXH”: aquest és un grup heterogeni on s’inclouen totes
les families que tenen un motiu d’unié a i6 metal-lic diferent a HEXXH. No
obstant, les histidines sén els residus que predominantment coordinen el
zinc. Es troben families d’aminopeptidases caracteritzades per presentar
dos ions metal-lics en el centre actiu, coordinats, sobretot, per residus
acids, com és el cas de la familia leucil aminopeptidasa (M17) i de la
metionil aminopeptidasa (M24). En aquest cas, juntament amb la familia
M52, es poden observar exemples de metal-loproteases amb ions al
centre actiu diferents del zinc, com ara el cobalt i el manganeés per a la
familia M24 i el niquel per a la familia M52. En el grup amb motiu diferent
a HEXXH hi trobem també Ila familia M14, formada per
carboxipeptidases, les quals han estat estudiades en aquest treball. Les
carboxipeptidases presenten un motiu d’'unié a zinc del tipus HXXE+H,
coordinat, per tant, amb 2 histidines, un residu d’acid glutamic i una

molécula d’aigua.
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d) “desconegut”: aquest grup engloba totes les families per les quals els

lligands del metall encara sén desconeguts.

1.1.3 Les metal-locarboxipeptidases

Les metal-locarboxipeptidases sén els enzims que catalitzen la hidrolisi de
residus C-terminals de proteines i péptids, utilitzant un i6 zinc en el mecanisme de
catalisi (Vendrell et al., 2004). Aquestes proteines desenvolupen funcions variades,
des de la degradacio inespecifica de péptids i proteines provinents de la ingesta, al
processament d’hormones peptidiques i neurotransmissors.

Una de les families més ampliament estudiades, sobretot pel nostre grup
d’investigacio, ha estat la M14 de la classificaci6 MEROPS, de la qual a continuacio

realitzarem una descripcio exhaustiva.

1.1.3.1 Classificaciéo de les metal-locarboxipeptidases de la familia
M14

A la familia M14 trobem majoritariament metal-locarboxipeptidases, a les quals
d’ara endavant ens referirem simplement com a carboxipeptidases (CPs), amb la
finalitat de facilitar la lectura d’aquesta memoria. Els membres d’aquesta familia tenen
I'ié zinc coordinat tetrahédricament amb dues histidines i un glutamat, presentant,
doncs, un motiu del tipus HXXE+H. La familia M14 té com a proteasa representativa la
carboxipeptidasa A1 d’Homo sapiens (hCPA1).

La familia M14 pot ésser dividida en quatre subfamilies diferents segons criteris
sequencials i estructurals (MEROPS, Rawlings et al., 2006; Vendrell et al., 2000):

a) subfamilia M14A o A/B: (classicament anomenades carboxipeptidases
pancreatiques), amb la CPA1 humana com a proteasa tipus.

b) subfamilia M14B o N/E: (classicament anomenades carboxipeptidases
reguladores), amb la CPE bovina com a proteasa tipus.

c) subfamilia M14C: amb Ila y-D-glutamil-(L)-meso-diaminopimelat
peptidasa | i els seus ortdlegs com a uniques proteases, implicades en el
metabolisme de la paret cellular bacteriana. Aquest enzim és una
endopeptidasa, a diferéncia de les altres families que contenen només

exopeptidases, de manera que no ens referirem a ella en el futur.
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d) subfamilia M14D: nom proposat per a una nova subfamilia de
metal-locarboxipeptidases descrites recentment (Rodriguez de la Vega et
al., 2007). Aquests enzims es caracteritzen, principalment, per I'abséncia
de péptid senyal de secrecié a I'extrem N-terminal, de manera que es
localitzen al citosol i al nucli cel-lular, prenent també el nom de
carboxipeptidases citosoliques (CCPs) (Kalinina et al., 2007). El
descobriment d’aquesta familia prové de [I'observacié d’una
carboxipeptidasa implicada en la destirosinilitzacid de la tubulina
(Argarana et al., 1978; Barra et al., 1988; Webster, 2004), la qual sembla
que correspon a lI'enzim Nna1/CCP1, I'enzim representatiu d’aquesta

subfamilia.

En el cas de les carboxipeptidases més caracteritzades (subfamilies M14A i
M14B), el grau d’identitat sequencial és superior al 40% dins de cada subfamilia i al
voltant del 15-20% entre les subfamilies A/B i N/E. Les carboxipeptidases es troben al
llarg de tot el regne animal, tot i que també poden trobar-se al regne vegetal, aixi com
a organismes unicel-lulars i bacteris (Vendrell et al., 2004). En humans, tot i que se
n'observa I'expressié en un nombre elevat de teixits diferents, cada element es troba
distribuit forca restrictivament, mostrant I'especialitzacio de la seva funcio6.

A continuaci6 comentarem les subfamilies més estudiades de
carboxipeptidases: la A/B i la N/E.

Els membres de la subfamilia A/B son sintetitzats com a procarboxipeptidases
(PCPs) que han d’ésser activats mitjangant un mecanisme especific de proteolisi
limitada per part d’'una altra proteasa. El resultat d’aquest processament és un enzim
actiu monodomini d’'uns 34-36 kDa i un segment d’activaci6 d’'uns 11 kDa. Els
membres d’aquesta subfamilia han estat caracteritzats profundament ja que van ser
les primeres carboxipeptidases en ésser descobertes. ElI pH optim d’activitat dels
enzims estudiats fins ara ronda la neutralitat, la qual cosa reflecteix el pH de I'entorn
on desenvolupen la seva funcié. Una elevada quantitat de proteines d’aquesta
subfamilia son sintetitzades al pancrees i posteriorment excretades a l'intesti, on sén
activades i realitzen la funcié degradativa de les proteines provinents de la ingesta,
juntament amb altres proteases complementaries. Aquest fet va fer que les
carboxipeptidases d’aquesta familia fossin primerament conegudes com a
carboxipeptidases pancreatiques. No obstant, han anat incorporant-se altres
carboxipeptidases a aquesta familia per raons d’homologia sequencial, que no

realitzen la seva funcié a I'entorn digestiu, sin6 a altres llocs com a plasma (CPB2) o
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'ambient extracellular (CPA3 i CPAG6). Degut a tot aixo, I'us del terme
carboxipeptidases pancreatiques no esta ultimament massa recomanat.

Els membres de la subfamilia N/E no son sintetitzats en forma de precursors
inactius, de manera que la seva regulacio es realitza basicament per un mecanisme de
compartimentacié forga controlat i una elevada especificitat de substrat. Les seves
funcions principals es troben lligades al processament d’hormones peptidiques i
neurotransmissors. Les carboxipeptidases N/E tenen uns 400 residus i algunes poden
tenir multiples subunitats. Una altra caracteristica diferencial és la possessié d’una
regié d’'uns 80 residus en posicido C-terminal amb homologia estructural al barril-g de la
proteina transtirretina, no present als membres de la subfamila A/B. La funcié d’aquest
domini encara roman desconeguda, tot i que s’hipotetitza que participés en el
plegament del domini carboxipeptidasa o bé que es trobés implicat en la formacio
d’oligdmers o en la regulacio de I'activitat enzimatica (Reznik i Fricker, 2001).

A part de la classificacid seqlencial i estructural, podem trobar altres
classificacions més tradicionals en base a diferents criteris. Una classificacio
alternativa esta fonamentada en I'especificitat de les carboxipeptidases per diferents
residus C-terminals. Les formes A presenten preferéncia per residus hidrofobics en
posicié6 C-terminal, i les formes B per formes basiques. El fet que en alguns
organismes es va observar la preséncia de dues isoformes amb especificitat tipus A
(Gardell et al., 1988; Pascual et al., 1989), va desencadenar la seva divisi6 en 2
isoformes lleugerament diferents: la isoforma A1, amb preferéncia per residus C-
terminals de classe alifatica i la isoforma A2 per residus de classe aromatica.

Una altra classificacié de les carboxipeptidases és la basada en la seva funcio
fisiologica. D’aquesta manera es distingeixen les carboxipeptidases pancreatiques A1,
A2 i B, involucrades en la digestio, de la resta de carboxipeptidases que realitzen
funcions variades fora dels teixits digestius. Les CPs no pancreatiques soén
anomenades reguladores per la seva participacid en reaccions més especifiques.
Algunes carboxipeptidases reguladores, perd, tenen una homologia sequlencial i
estructural més semblant a les carboxipeptidases pancreatiques que no pas a la resta
de reguladores, com és el cas de la CPA4 i la CPB2, fet que va promoure I'is del
terme “pancreatic-like”, la qual cosa pot portar a confusions. Per aquestes raons es

recomana I'is de la classificacio estructural.
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Taula 1.1. Resum de les principals diferéncies entre les dues subfamilies de
carboxipeptidases.

Carboxipeptidases Carboxipeptidases
subfamilia A/B subfamilia N/E
presencia fje. prodomini abséncia de prodomini inhibidor
inhibidor
forma activa monodomini forma activa multidomini
abséncia de domini preséncia de domini
d’homologia a la transtirretina d’homologia a la transtirretina
longitud similar entre tots els longitud forga diferent entre tots
membres els membres
pH optim proper a la neutralitat diferents pHs optims

especificitat enfront residus C-

diferents especificitats . .
terminals basics

Baixa compartimentacio Alta compartimentacio
subcel-lular subcel-lular

1.1.3.2 Carboxipeptidases de la subfamilia A/B

A la subfamilia A/B hi trobem un gran nombre de carboxipeptidases diferents, en
humans: CPA1, CPA2, CPA3 (MC-CPA), CPA4, CPB1, CPA5, CPA6, CPO i CPB2
(plasma CPB, CPU o TAFI).

Les carboxipeptidases classiques, les primeres en descobrir-se, foren les
pancreatiques, és a dir, les carboxipeptidases A1, A2 i B1 (CPA1, CPA2 i CPB1,
respectivament). Aquestes carboxipeptidases soén sintetitzades al pancrees com a
proenzims i actuen a l'intesti, ja que és on son activades per la tripsina (Avilés et al.,
1993). La funcié d’aquestes CPs a l'intesti és la degradacio inespecifica de proteines
provinents de la dieta de manera complementaria, gracies a les seves diferents
especificitats. La CPA1 hidrolitza preferentment residus C-terminals alifatics de cadena
llarga (Anson, 1935), mentre que la CPA2 té preferéncia per residus aromatics
voluminosos com el triptdéfan (Gardell et al., 1988; Pascual et al., 1989; Catasus et al.,
1995). En canvi, la CPB1 té més afinitat per residus basics en posicié C-terminal (Folk
et al., 1960). Dins del context del procés de digestié dels vertebrats, la CPA1
continuaria la degradacié dels productes de la hidrolisi portada a terme per la
quimotripsina i la CPB1 per la tripsina (Puigserver et al., 1986), ja que la quimotripsina
i la tripsina hidrolitzen cadenes polipeptidiques deixant un residu alifatic i basic en C-
terminal, respectivament. D’aquesta manera, les carboxipeptidases digestives formen

part d’'una xarxa de proteases complexa i especialitzada que de manera cooperativa
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és capa¢ de reduir les proteines ingerides a aminoacids. Les carboxipeptidases
pancreatiques son proteines extracel-lulars, solubles, i no es troben glicosilades.
Aquestes proteases soén sintetitzades al pancrees juntament amb un segment
d’activacié N-terminal d’'uns 94-96 aminoacids. Aquests zimdgens sén estables i es
troben emmagatzemats en els granuls pancreatics mentre no son requerits pel procés
de digestio. Les carboxipeptidases sén uns dels enzims que es caracteritzen per la
preséncia d’'un segment d’activacio gran, tal i com s’havia comentat en el punt 1.1.1, el
qual arriba a suposar una quarta part de la molécula. S’hipotetitza, doncs, I'existéncia
d’alguna altra funcié per a aquests dominis. El fet que les formes proenzimatiques es
trobin tan compartimentades, fa que siguin bones candidates per a la utilitzacio
d’aquests enzims com a marcadors de certes patologies. La procarboxipeptidasa B1
(PCPB1) en sérum, per exemple, pot ser un indicador de pancreatitis aguda
(Yamamoto et al., 1992), i de deficiencia renal cronica (Chen et al., 1996).

S’ha observat que la PCPA1, en mamifers, pot trobar-se en forma monomeérica,
formant complexos binaris amb les serina proteases proproteinasa E (PPE) o
quimotripsinogen C (QTC), o bé formant un complex ternari amb ambdues. Les formes
B, en canvi, apareixen només com a monomers. Aquest complex ternari ha estat
descrit unicament en el sistema bovi (Pascual et al., 1990; Ventura et al., 1997), i es
disposa de la seva estructura tridimensional gracies a la técnica de cristal-lografia de
raigs-X (Gomis-Ruth et al, 1997, codi PDB: 1PYT). Encara no es té una idea
contrastada del paper biologic d’aquestes estructures quaternaries de la PCPA1, tot i
que es barallen unes quantes hipotesis: control i potenciacié de I'activacié, modulacié
de l'activitat, proteccié dels enzims front el pH acid del suc pancreatic i/o coordinacio
de I'aparicio de les diferents activitats proteolitiques.

Les procarboxipeptidases pancreatiques han estat durant molt de temps el
principal objecte d’estudi del nostre grup. Han estat caracteritzats els proenzims de
varis mamifers i insectes (Cohen et al., 1956; Segundo et al., 1982; Vilanova et al.,
1985; Bayés et al., 2005), aixi com de les formes humanes (Pascual et al., 1989). A
partir d’extractes aquosos de polvoritzat pancreatic huma van aillar-se tres formes A i
dues B. Les tres formes A es corresponen a les formes monomeériques PCPA1 i
PCPA2, i la tercera és deguda al complex binari format entre la PCPA1 i la
proproteinasa E. Les dues formes B corresponen a dues formes al-lelomorfiques del
mateix enzim. Posteriorment, s’aconsegui aillar els cDNAs de les tres
procarboxipeptidases, determinant-ne les seves sequéncies nucleotidiques i
aminoacidiques derivades (Catasus et al., 1992; Catasus et al., 1995; Aloy et al., 1998)
i prosseguint a la seva clonacié en altres organismes senzills per tal de possibilitar-ne

I'expressio heterdloga (Reverter et al., 1998; Barbosa Pereira et al., 2002).
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La carboxipeptidasa A3 o de mastocits (CPA3 o MC-CPA) és una proteina
sintetitzada en forma de proenzim en aquestes cél-lules i emmagatzemada en els seus
granuls de secrecio, per tal d’alliberar-se enfront d’alguna resposta. La seva funcié no
és coneguda amb massa detall, perd se suposa que participaria en la hidrolisi de
substrats peptidics en tandem amb altres proteases (Reynolds et al., 1989). Aquesta
funcié la realitzaria en processos on els mastodcits es troben implicats, com els
asmatics o inflamatoris; o bé en la resposta al-lergica. L’'enzim presenta activitat de
tipus A, tot i que s’ha observat que guarda un percentatge d’identitat superior enfront la
forma B. La CPA3 és activada intracel-lularment, dins dels granuls de secrecié (Rath-
Wolfson, 2001), i el tall es déna sobre un residu acid, contraposadament al basic de
les formes pancreatiques. Aquest fet denota, per tant, I'existéncia d’'un enzim activador
alternatiu a la tripsina en aquest compartiment.

La carboxipeptidasa A4 (CPA4) -inicialment denominada com a CPA3-
s’expressa en cél-lules canceroses de prostata i en teixits en desenvolupament (Huang
et al.,, 1999), tot i que no es coneix la funcié que hi desenvolupa. Els treballs fets fins
ara d’aquesta proteina han estat principalment dirigits a I'estudi de la seva expressio,
seguint la induccié del seu mRNA en linies cellulars canceroses independents
d’androgens (cél-lules PC-3). El tractament amb butirat sddic produeix un augment
sorprenent de la quantitat dmRNA de la PCPA4, fet que queda contrarestat amb
'administracid de tricostatina A, un potent inhibidor de les histona desacetilases.
Aquest experiment demostra, per tant, la regulacié d’aquest gen depenent de la via
d’hiperacetilacio de les histones. Aquesta proteasa és sintetitzada en forma de
proenzim, de caracteristiques similars a les de la resta de components de la subfamilia
A/B, amb les que comparteix més d'un 40% d’homologia. La CPA2, és, perod, la
carboxipeptidasa amb major homologia sequencial amb la CPA4 (68%). Els estudis a
nivell de proteina son relativament recents, essent destacada I'obtencio de I'estructura
terciaria de la PCPA4 (Garcia-Castellanos et al., 2005).

La carboxipeptidasa B2 (CPB2), també anomenada carboxipeptidasa R (CPR),
carboxipeptidasa B de plasma (pCPB), carboxipeptidasa U (CPU) o thrombin-
activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI), és sintetitzada a fetge i circula per plasma en
forma proenzimatica unida a plasminogen. Els seus nivells plasmatics es troben
altament regulats. La PCPB2 comparteix una major identitat sequiéncial amb la PCPB1
(42%) i s’ha demostrat experimentalment la seva especificitat enfront residus C-
terminals basics. Presenta, com tots els membres de la subfamilia A/B, un domini
d’activacié d’'uns 95 residus, bé que en el cas de la PCPB2 aquest es troba glicosilat.
La PCPB2 és activada per la trombina produida per la cascada de coagulacio,

provocant-se l'alliberament del seu segment d’activacié i generant un enzim altament
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inestable. La CPB2 catalitza, al seu torn, I'eliminacié de residus C-terminals arginina i
lisina de la fibrina parcialment degradada, eliminant-ne la capacitat d’unir plasminogen
i impedint la degradacio de la fibrina per part de I'activador tissular del plasminogen (t-
PA) (Wang et al., 1998). Aquesta activitat fa que la CPB2 tingui un paper important en
la inhibicié de la fibrindlisi i que connecti les cascades de coagulacio i fibrinolitica.
Altres funcions atribuides a la CPB2 sén el processament de péptids bioactius
generats durant el procés d’inflamacié, com les quinines i anafilotoxines (Campbell i
Okada, 1989; Campbell et al., 2001; Campbell et al., 2002). EI model de I'estructura de
la CPB2 (Barbosa Pereira et al., 2002) i la resolucié de la seva estructura (Anand et
al., 2008; Marx et al., 2008), han fet pal-lesa la seva similitud estructural amb la PCPB1
i s’ha detectat una zona molt dinamica que explicaria la seva inestabilitat, permetent
una regulacié molt acurada dels nivells de I'enzim a plasma. Gracies a aquestes
estructures s’ha pogut elaborar una teoria sobre la inactivacié de la CPB2, segons la
qual l'elevada mobilitat de la regié esmentada acabaria patint, en qlesti6 de poc
temps, un canvi conformacional irreversible que deixaria exposat un lloc de tall per la
trombina. Amb aquest processament, la CPB2 esdevindria totalment inactiva,
desencadenant en la seva degradacio (Marx et al., 2008).

La carboxipeptidasa A6 ha estat descrita recentment a nivell proteic, tot i que
havia estat identificada préviament al genoma huma (Wei et al., 2002). Els nivells de
mRNA de la CPAG6 s’han trobat especialment elevats al bulb olfactori adult, i, en menor
mesura, a I'epididim (Fontenele-Neto et al., 2005). No obstant, aquest enzim es troba
ampliament distribuit en teixits embrionaris. La CPAG6 té preferéncia per residus
hidrofobics grans en posicié C-terminal, tot i que també és capag d’hidrolitzar histidines
(Lyons et al., 2008). Estudis de localitzacié han demostrat que aquest enzim es troba
ancorat a la matriu extracel-lular i es creu que actuaria en el processament de
neuropeptids en aquest compartiment. Aquesta hipotesi es veuria recolzada per la
observacié de que la disrupcio del gen de la CPA6 a humans es troba relacionada amb
la sindrome de Duane.

Uns altres membres de la subfamilia A/B també han estat identificats recentment
al genoma huma: les carboxipeptidases A5 i O, juntament amb la carboxipeptidasa
A6, esmentada en el paragraf anterior (Wei et al., 2002). Es va realitzar una prediccio
dels centres actius d’aquestes carboxipeptidases basant-se en models bioinformatics
(Wei et al., 2002). El model de la CPAS indica que hidrolitzaria preferentment residus
C-terminals alifatics/aromatics amb cadenes laterals petites, la qual cosa ha estat
confirmada experimentalment mitjangant expressié a petita escala de I'ortdleg de ratoli
(Wei et al., 2002). No obstant, la prediccié per la CPO semblaria indicar que té

preferéncia per residus acids en posicié C-terminal, ja que la posicié 255, responsable
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de I'especificitat de substrat, és una arginina, un residu basic. La CPO seria, doncs, la
primera carboxipeptidasa en presentar una activitat preferent enfront d’aquest tipus de
residus. Aquesta hipdtesi no ha pogut ésser comprovada experimentalment ja que
aquesta carboxipeptidasa encara no ha estat estudiada a nivell proteic. Els segments
d’activacio de les carboxipeptidases A5 i A6 (de la qual també es va realitzar un model,
Wei et al., 2002), sén molt semblants a la resta de membres de la subfamilia A/B, en
canvi, el de la CPO no ha estat encara identificat. L’expressio de CPA5 s’ha detectat
principalment en testicles i pancrees (Fontenele-Neto et al., 2005) i la de CPO roman
encara desconeguda.

A part de les carboxipeptidases humanes i de vertebrats en general, recentment
s’han identificat i caracteritzat carboxipeptidases d’altres organismes. D’especial
importancia han estat les carboxipeptidases d'insectes plaga, com la CPAHa
d’'Helicoverpa armiguera, una plaga del cotd, amb activitat tipus A (Bown et al., 1998) i
la CPBHz d’Helicoverpa zea, una plaga de solenacies, la qual presenta resisténcia a la
inhibicié per part d’un inhibidor classic de carboxipeptidases, I'inhibidor de patata (PClI)
(Bayés et al., 2005). També s’han trobat carboxipeptidases a dipters hematdfags com
a Anopheles gambiae (Edwards et al., 1997), l'anomenada MeCPA al fong
entomopatogen Metarhizium anisopliae i la carboxipeptidasa T a bacteris com
Thermoactinomyces vulgaris (Smulevitch et al., 1991) i Streptomyces griseus
(Narahashi, 1990). Aquesta ultima carboxipeptidasa es caracteritza per una
especificitat de substrat forca ampla, ja que presenta activitat tipus A i B, capag, doncs,
d’hidrolitzar tant residus C-terminals basics com hidrofobics amb eficiéncies
comparables.

Amb la seqlienciacio creixent de genomes d’organismes s’han anat identificat

nous gens amb possibles productes homolegs a les carboxipeptidases estudiades.

1.1.3.3 Carboxipeptidases de la subfamilia N/E

La carboxipeptidasa E (CPE), també anomenada carboxipeptidasa H (CPH) o
encefalina convertasa va ser la primera proteasa d’aquesta subfamilia en ésser
descoberta. La CPE es troba a les vesicules secretores madures de les cél-lules
neuroendocrines on processa hormones peptidiques i neurotransmissors (Fricker et
al., 1989). El pH optim d’activitat de la CPE és aproximadament 5 — 6 (pH de les
vesicules secretores madures), en canvi I'activitat és quasi nul-la a pH neutre. Aquest
rang de pH d’activitat tan estret permet la regulacié de la proteina, ja que aquesta es
troba inactiva en altres regions per on transita, com I'aparell de Golgi o I'exterior

cellular (Greene et al, 1992). En aquestes vesicules co-localiza amb les
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endoproteases prohormona convertasa 1 i 2, que realitzen la seva accié sobre
precursors peptidics neuroendocrins deixant lisines i arginines en posicid C-terminal.
La CPE, posteriorment, eliminara aquests residus basics terminals per tal que aquests
péptids siguin bioactius. Com les altres CPs de la subfamilia N/E, la CPE posseeix un
domini enzimatic tipus carboxipeptidasa i un domini homoleg a la transtirretina. La CPE
és l'inica CP de la subfamilia N/E sintetitzada amb un propéptid N-terminal de 14
residus, tot i que no inhibeix o disminueix l'activitat de I'enzim. A més, la preséncia
d’'una hélix C-terminal amfotera de 25 residus li permet I'ancoratge a membrana.

La carboxipeptidasa D (CPD) realitza una funcié parcialment solapada amb la
de la CPE, tot i que no pot contrarestar-ne completament la manca (Fricker et al.,
1996). La CPD actua a la mateixa via secretora que la CPE pero la seva funcio no esta
limitada a teixits neuroendocrins. Aquesta proteina presenta 3 dominis similars a la
CPE, fet no observat a cap altra carboxipeptidasa, a més d’'una regié transmembranal
de 20 residus i una cua citosolica d’'uns 60 (Tan et al., 1997). Els 2 primers dominis
carboxipeptidasa sén lleugerament diferents, el primer és optim a pH 7 i hidrolitza
principalment arginines C-terminals i el segon és optim a pH 5 — 6 i hidrolitza
preferentment lisines. Aixd fa que la CPD tingui un rang de pH de treball forga ample
permetent la seva accid a multiples localitzacions de la via secretora i fins i tot a la
superficie cel-lular (Song i Fricker, 1995). La CPD seria activa al llarg de la via
secretora de I'aparell de Golgi, on es creu que desenvoluparia la seva principal funcio,
relacionada amb la produccié de receptors i factors de creixement processats per
'endoproteasa furina i altres enzims relacionats. El tercer domini és inactiu, ja que li
manquen els residus catalitics essencials per a desenvolupar no només I'activitat
carboxipeptidasa, siné qualsevol activitat tipus hidrolasa (Aloy et al., 2001). Es creu
que la seva accié pugui ser de domini d’'uni6. L’estructura del domini Il de la CPD
d'anec ha estat resolta a finals dels 90 (Gomis-Ruth et al., 1999), essent la primera
estructura d’'un membre de la subfamilia N/E que s’ha pogut estudiar.

La carboxipeptidasa M (CPM) és una glicoproteina unida a membrana molt
abundant a pulmons i placenta, tot i que també es troba present a vasos sanguinis i a
la superficie de globuls blancs un cop diferenciats. Formes solubles de la mateixa
proteina localitzen a fluids, com al plasma seminal, al liquid amniotic o a l'orina. A
membrana, es creu que podria participar en el control de lactivitat d’hormones
peptidiques, en la modulacié de receptors i en el processament o degradacié de
proteines extracel-lulars. Un estudi ha demostrat la seva capacitat per a generar des-
Arg53-EGF, a més de la coincidéncia en la distribucié de la proteasa amb el factor de
creixement epidermic (EGF), de manera que s’ha hipotetitzat una implicacié d’aquest

enzim en el metabolisme de factors de creixement (McGwire i Skidgel, 1995). Aquesta

16



Introduccio

proteina consta dels dominis carboxipeptidasa i d’homologia a la transtirretina comuns
en totes les proteases membres de la subfamilia N/E, i presenta, a més, un domini C-
terminal que li permet la unié a la membrana (Skidgel et al, 1991). La seva
especificitat, com en moltes proteines d’aquesta subfamilia, és vers residus C-
terminals basics.

La carboxipeptidasa N (CPN) és sintetitzada a fetge i alliberada a sang, on es
troba exclusivament en forma multimerica de 280 kDa i a concentracions elevades.
Aquesta forma multimérica esta composta per dues copies de la subunitat catalitica de
50-55 kDa i dues copies d’una subunitat glicosilada de 83 kDa sense activitat
coneguda (Erdds, 1979). Les subunitats glicosilades protegeixen les subunitats
catalitiques enfront la degradacié i la seva retirada del torrent sanguini per filtracié
glomerular (Levin et al., 1982). La CPN té elevada afinitat per residus basics en posicio
C-terminal i processa una elevada varietat de substrats peptidics, essent el principal
inactivador de péptids potents com les quinines i les anafilotoxines. Es creu que podria
actuar conjuntament amb les formes solubles de la CPM (Skidgel et al., 1996). Aquest
enzim també és conegut amb els noms de carboxipeptidasa K (CPK), inactivador
d’anafilotoxina i carboxipeptidasa B de sérum.

Les carboxipeptidases X1 i X2 (CPX1 i CPX2) i 'adipocyte enhancer-binding
protein (AEBP) comparteixen entre elles una mica més d’homologia sequencial que
no pas amb altres metal-locarboxipeptidases. Aquestes proteases contenen un domini
N-terminal extra d’homologia a la discoidina i altres lectines, i s’ha vist que sén
inactives enfront substrats estandard de carboxipeptidases (Xin et al., 1998; Lei et al.,
1999; Reznik i Fricker, 2001). Comparacions dels residus dels seus setis actius amb
els d’'altres carboxipeptidases han revelat la manca d’'un o més residus critics per al
desenvolupament de l'activitat enzimatica, de manera que es creu que la seva activitat
aniria més encaminada cap a possibles funcions d’unié. La CPX1 es troba en teixits
embrionaris, de manera que la seva funcié sembla estar lligada al procés de
desenvolupament, possiblement mitjancant interaccions cel-lulars a través del seu
domini discoidina. La CPX2 es troba ampliament distribuida al cervell, on actuaria
segurament com a proteina d’'unié. L'’AEBP1/ACLP és un repressor transcripcional
I'expressio del qual és suprimida durant la diferenciacié dels adipocits (He et al., 1995).
S’ha descrit una isoforma de 'AEBP, anomenada ACLP (aortic carboxypeptidase-like
protein), que presenta una extensid N-terminal de 380 amino acids. L’expressid
d’aquesta isoforma augmenta durant la diferenciacioé de les cél-lules del muscul llis de
'aorta (Layne et al., 1998).

La carboxipeptidasa Z (CPZ) ha estat trobada a la matriu extracel-lular de

multiples teixits embrionaris, a trofoblasts invasius de placenta i a cél-lules malignes
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d’adenocarcinoma de colon. Aquesta proteasa presenta un domini ric en cisteines amb
un 20-35% d’identitat seqliencial amb proteines extracel-lulars frizzled de Drosophila i
mamifers (Song i Fricker, 1997), mitjangant el qual es creu que podria interaccionar
amb proteines del tipus Wnt. Les proteines Wnt sén molécules molt importants en les
etapes primerenques del desenvolupament, assegurant que aquest es porti a terme de
manera normal. Aquestes proteines interaccionen amb receptors de membrana que
contenen el domini frizzled i transmeten el senyal a l'interior cel-lular. A part d’aquest
fet, s’ha observat que el gen que codifica la CPZ es troba en una regié cromosomica
associada amb desenvolupament embrionari, i la seva expressié té un patrd coincident
amb multiples gens Wnt. Han estat proposats varis models d’actuacié de la CPZ, els
quals poden ser complementaris, basant-se, sobretot, en I'existéncia d’aquest domini
frizzled tan conservat i I'activitat d’aquesta proteasa sobre residus C-terminals basics
(Reznik i Fricker, 2001).

Alguns membres de la subfamilia N/E han estat trobats també a organismes
invertebrats, com és el cas d’enzims CPE-like (Juvvadi et al., 1997) i CPD-like (Fan et
al., 1999) al mol-lusc mari Aplysia californica i a I'insecte Manduca sexta (Stone et al.,
1994), respectivament. També han estat localitzats a bacteris com Porphyromonas
gingivalis (Masuda et al., 2002), bé que la seva funcio és diferent. Igualment que en el
cas de l'altra subfamilia, el nombre de possibles membres creix a mesura que es

finalitzen noves seqlenciacions de genomes complets d’organismes.
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Figura 1.2. Arbre filogenétic de les procarboxipeptidases humanes de les subfamilies A/B i
N/E. Relacioé evolutiva entre les sequéncies nucleotidiques dels mRNAs de procarboxipeptidases
humanes. Extret de Vendrell et al. (2004).

1.1.3.4 Estructura de les metal-locarboxipeptidases de la subfamilia
A/B

La determinacio de les estructures tridimensionals de metal-locarboxipeptidases
és essencial per tal d’entendre el seu funcionament i dissenyar-ne qualsevol variacio o
molécula inhibidora. Tal i com sha vist en els apartats anteriors, les
metal-locarboxipeptidases es troben implicades en un elevat nombre de funcions a
'organisme, de manera que anomalies en el seu funcionament poden ser causants de
disfuncions, en alguns casos, de remarcada importancia (Franco et al., 2001; Mosnier
et al, 2001). Aquest fet demostra la seva gran potencialitat com a dianes
terapéutiques, essent interessant el desenvolupament d’aplicacions mediques com
'ADEPT (Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy) (Smith et al., 1997).
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Figura 1.3. Estructura d’'un domini carboxipeptidasa i una procarboxipeptidasa. (A) Diagrama de
cintes de la carboxipeptidasa A1 bovina. Les hélixs-a. son mostrades en vermell i les cadenes-$ en verd.
(B) Diagrama de cintes de la procarboxipeptidasa B1 bovina. El segment d’activacié es mostra en colors
lila i blau, segons la seva estructura secundaria, i el domini actiu en color groc. La cadena lateral verda
correspon a l'arginina sobre la qual es produeix la protedlisi limitada activant. En ambdues estructures
I'esfera taronja representa I'ié de zinc.

L’estructura de I'enzim model de la subfamilia A/B, la carboxipeptidasa A1
bovina ha estat resolta tant en la seva forma aillada (Christianson i Lipscomb, 1986;
codi pdb: 3cpa), com en complex amb inhibidors (Quiocho i Lipscomb, 1971; Rees et
al., 1983; Christianson et al., 1989; codis pdb: 4cpa i 5cpa). L’enzim activat té forma
globular, i conté una fulla-p central de vuit cadenes paral-leles i antiparal-leles, amb un
gir de 120° entre la primera i la darrera cadena, sobre la qual s’empaqueten vuit hélixs-
o laterals (Fig. 1.3). El centre actiu es troba dins una cavitat formada per la fulla-p, dues

hélixs-a i una regid irregular que la cobreix parcialment.

La resolucio de les estructures tridimensionals de les formes proenzimatiques
revelaren la topologia dels segments d’activacio, aixi com el seu mecanisme
d’inhibicié. Primerament van ésser resoltes les estructures de procarboxipeptidases
d’origen porci (Coll et al., 1991; Guasch et al., 1992), corresponents a les formes A i B,
a més del domini globular del segment d’activaciéo de la PCPB1 porcina mitjangant
RMN (Vendrell et al., 1990a; Vendrell et al., 1990b; Vendrell et al., 1991). Actualment
es coneixen també les estructures dels proenzims A2 (Garcia-Saez et al., 1997), A4
(Garcia-Castellanos et al., 2005), B1 (Barbosa Pereira et al., 2002) i B2 humans (Marx
et al., 2008), a més de la PCPHa de lepidopter (Estébanez-Perpina et al., 2001) i la
PCPB2 bovina (Anand et al., 2008). Apart de les estructures cristal-lografiques, també

es coneix l'estructura del domini d’activacié de la PCPA2 humana per RMN (Jiménez
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et al, 2003). Tot i que els segments d’activacid6 de les diferents formes
proenzimatiques presenten un grau d’identitat baix, la seva estructura i disposicio
respecte el domini catalitic son molt similars. L’estructura d’aquestes regions és
comentada extensament en el proxim apartat. Altres carboxipeptidases de la
subfamilia A/B amb l'estructura tridimensional determinada sén la forma activa de la
CPA1 humana (Pallarés et al., 2008); el complex ternari de la CPA amb les dues
serina proteases (Gomis-Ruth et al., 1997) i la CPBHz de I'insecte Helicoverpa zea
(Bayés et al., 2005).

De gran importancia és també la resolucio de les estructures tridimensionals dels
complexos de carboxipeptidases amb inhibidors, ja que permeten entendre el
mecanisme pel qual suprimeixen 'activitat de 'enzim. L'inhibidor de carboxipeptidases
de patata (PCl) posseeix una cua C-terminal forca rigida a I'observar-la per RMN
(Gonzalez et al., 2003; codi pdb: 1h20), la qual s’ha vist que es col-loca a l'interior del
centre actiu de I'enzim (Rees i Lipscomb, 1982; codi pdb: 4cpa).

Altres complexos resolts son els de la CPA1 bovina amb I'inhibidor de sangonera
(LCI) (Arolas et al., 2005; codi pdb: 2abz), o el de la CPA4 humana amb l'inhibidor
endogen ECI (Pallarés et al., 2005, codi pdb: 2bo9), entre d’altres.

Respecte a les altres subfamilies de metal-locarboxipeptidases, cal remarcar que
els dominis actius tenen estructures tridimensionals molt similars a les de la subfamilia
A/B, havent estat resolta I'estructura tridimensional del domini Il de la CPD d’anec
(Gomis-Ruth et al., 1999) i modelada I'estructura de la carboxipeptidasa citosolica
AGBL4 (ATP/GTP binding-like protein 4) de Caenorhabditis elegans (Rodriguez de la
Vega, et al., 2007).

1.11.3.5 Segments d’activacié i mecanisme d’activacié de les

metal-locarboxipeptidases de la subfamilia A/B

Com ja s’ha anat exposant, les metal-locarboxipeptidases de la subfamilia A/B
son sintetitzades en forma de precursors inactius o zimogens, a l'igual que una bona
part de les proteases conegudes. Els segments d’activacid presenten una regio
globular amb una topologia antiparal-lela-a/antiparal-lela-3 en forma de sandvitx obert.
La fulla-p té una posicid central cobrint el centre actiu de la carboxipeptidasa per un
costat i les helixs-a. es troben a la superficie oposada. El segment que connecta la
regio globular amb I'enzim esta estructurat en una hélix-a de longitud variable en
funcié dels diferents enzims i un llag on, generalment, es troben els punts d’activacié

del proenzim.
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Amb la resoluci6 de [lestructura tridimensional dels proenzims de les
metal-locarboxipeptidases de la subfamilia A/B es va poder observar que el segments
d’activacié es troben formats per dues parts ben diferenciades: el domini d’activacié
globular (AD) i I'nélix de connexié. EI domini d’activacié és una regié de plegament
independent del domini catalitic dins de la procarboxipeptidasa i presenta una elevada
quantitat d’estructura secundaria, la qual estabilitza el seu plegament. Les diferéncies
principals entre els segments d’activacié de les procarboxipeptidases resideixen
sobretot a I'hélix de la regié de connexié amb I'enzim. No obstant, al domini d’activacio
hi ha una delecié de 2 aminoacids entre I'hélix o-1 i la cadena B-2 tipica de les formes
B que es troba acompanyada d’'una insercié de 4 residus que propicia la formacié
d’'una hélix 34¢ entre les cadenes B-2 i -3 (Fig. 1.3 B i 1.4). Aquesta hélix 34 es creu
que és en part responsable de la manca d’activitat intrinseca observada per part de la
PCPB1. Curiosament, aquestes insercions i delecions han estat identificades al model
realitzat de la PCPAG, la qual conté una hélix 3¢ igual que les presents a les formes B
(Wei et al., 2002).

Figura 1.4. Estructura dels dominis d’activacié de les procarboxipeptidases A2
(A) i B1 (B). Les principals diferéncies es troben en I'estructuracié de I'helix-a. de la
regié de connexid, molt més llarga i estructurada en les formes A, i la preséncia de
I’hélix 319 en les formes B i en el model de la PCPABG.

La seva estructura ha estat resolta tant per cristal-lografia de raigs X formant part
del proenzim, com en forma aillada per RMN. En el cas del domini d’activacié de la
procarboxipeptidasa A2 humana (ADA2h), I'estructura del domini en solucié presenta

una petita diferéncia respecte a I'estructura del proenzim sencer: la segona cadena—3

es troba forga desestructurada (Jiménez et al., 2003). Aquesta cadena conté els
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residus responsables del contacte amb el centre actiu de I'enzim i, per tant, de bona
part de la inhibicid6 de l'activitat carboxipeptidasa. La preséncia d’aquests contactes
produeix I'estructuracié d’aquesta regio en la forma proenzimatica, perd la seva manca
en la forma aillada en fa impossible el seu manteniment. La petita mida del domini
d’ADA2h, aixi com I'elevada quantitat d’estructura secundaria i la manca tant de ponts
disulfur com de prolines en configuracié cis (a diferéncia d’ADBh) han convertit aquest
domini en un bon model d’estudi de plegament. Aquests experiments son comentats
en profunditat més endavant ja que aquest domini ha estat una de les proteines
objectes d’estudi d’aquesta tesi. Els estudis de plegament van descobrir la major
velocitat de plegament d’'una proteina observada fins aquell moment (Villegas et al.,
1995). Aquest fet, complementat amb el significant increment en el nivell d’expressid
de la carboxipeptidasa al realitzar-se en forma proenzimatica van desvelar una
possible funcié del domini com a xaperona co-translacional, assistint el plegament del
domini catalitic. La grandaria i el nivell d’estructuracié del segment d’activacid han
produit la realitzacid d’altres treballs encarats cap la cerca d’'una possible funcid
addicional a la inhibici6 de la carboxipeptidasa. Una de les primeres funcions
proposades fou l'activitat com a proteina unidora de calci, ja que s’havia descrit certa
semblanga d’aquests dominis amb les proteines de la familia EF-hand (Vilanova et al.,
1987). No obstant, els experiments d’unié no van ser fructifers (Vilanova et al., 1988) i
finalment la similitud sequencial va ésser desestimada mitjangcant métodes
bioinformatics (Vendrell et al., 1989).

L’activacido de les procarboxipeptidases de la subfamilia A/B es doéna per un
mecanisme de protedlisi limitada, normalment sobre residus basics del lla¢ final de
I'hélix de connexid dels segments d’activacié. Aquesta protedlisi es duu a terme per
part d’'una endoproteasa especifica i suposa l'alliberament del segment d’activacio
sencer, perdent-se, aproximadament, una quarta part de la molécula. La proteasa
responsable del tall activant a les procarboxipeptidases pancreatiques de mamifers és
la tripsina, una serina proteasa secretada a l'intesti on coincideix amb les PCPs. Ha
estat descrit que els segments d’activacié d’algunes procarboxipeptidases del tipus A
poden comportar-se com inhibidors forga potents (K; d’'ordre nM), almenys durant un
cert temps després de l'activacié. Una analisi de I'activitat enzimatica generada durant
el procés d’'activacié pot determinar si el segment pro esta actuant com a inhibidor en
trans, és a dir, un cop alliberat del domini catalitic. Si del seguiment de la generacié de
I'activitat s’obté una corba sigmoide estem en un cas de pro-domini inhibidor en frans;

si, contrariament, la forma és d’'una hipérbola, aquest fenomen no es produeix.
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.2 PLEGAMENT | AMILOIDOGENESI

.21 Plegament

El plegament és el procés mitjangant el qual una cadena polipeptidica
determinada (o estructura primaria) adopta la seva estructura tridimensional (o
estructura terciaria) caracteristica en condicions fisioldgiques: I'anomenat estat natiu.
Aquest estat és estable gracies a la preséncia d’interaccions locals i de llarga
distancia. Les interaccions locals donen lloc a una série d’estructures denominades
secundaries que poden ser regulars o irregulars. Les principals estructures
secundaries regulars de les proteines son les heélix o i les fulles B (Branden i Tooze,
1991) (Fig. 1.5).
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Figura 1.5. Exemples d’estructures secundaries regulars. (A) Hélix o i (B) fulla-B. Reproduit de
McMurry i Fay (2004).

El procés de plegament és vital, ja que si no s’assoleix completament I'estructura
nativa, la proteina no pot exercir correctament la seva funcié a I'ambit bioldgic. Degut
al seu caracter fonamental, el plegament proteic ha estat una de les forces evolutives
més importants, assolint-se uns nivells d’estabilitat adequats per al funcionament de la
molécula, tot i que millorables per enginyeria proteica (Villegas et al., 1996). Una
proteina massa estable veu dificultat el recanvi proteic, raé per la qual es creu que
I'estabilitat no és maxima. S’ha de matisar, pero, que I'estat natiu no és una estructura
rigida, ja que es troba constituit per una multitud de subestats dinamics, les diferéncies
entre els quals son infimes, i que confereixen la flexibilitat necessaria a la molécula per

tal d’acomplir la seva funcié biologica.

24



Introduccio

1.2.1.1 Teories inicials

A I'esquema classic de la reaccié de plegament, la proteina desplegada (la qual
té conformacié random coil o cabdell estadistic), ha de superar una barrera energética
important per assolir I'estat activat (estat de transicid), que posteriorment patira una

pérdua d’energia, donant lloc a I'estat natiu (Fig. |.2).
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Figura 1.6. Esquema de I’energética de la reaccié del plegament proteic. U: estat desplegat, I/I':
intermediaris de plegament, I*: estat de transicio, N: estat natiu, AG: energia lliure de Gibbs, AGHy:
energia lliure del pas desplegat al de I'estat de transicio, AGH: energia lliure del pas de l'estat de
transici6 al natiu.

Christian Anfinsen va realitzar cap al final dels 50 un experiment clau que va
iniciar I'estudi del plegament proteic. Anfinsen va aconseguir el replegament in vitro de
la ribonucleasa A, demostrant que tota la informacié necessaria per a I'adquisicié de
I'estructura terciaria nativa d’una proteina es troba continguda en la seva seqiéncia
aminoacidica (Anfinsen et al., 1961). Aquests estudis van portar a I'assumpcioé de que
I'estat natiu d’'una proteina es troba en el minim d’energia lliure global del sistema en
condicions fisioldgiques, indicant una contribucié termodinamica al procés de
plegament. Posteriorment, Levinthal va realitzar una objecci6 al fet que la contribucio
termodinamica del plegament fos I'inica, 'anomenada paradoxa de Levinthal, la qual
esmena la impossibilitat de que el procés de plegament sigui a I'atzar (Levinthal, 1968;
Dill i Chan, 1997). Levinthal demostra numéricament que el temps que trigaria una
proteina en plegar-se mitjangant un procés a l'atzar seria quasi infinita; no obstant, les

proteines pleguen normalment de manera molt rapida, de I'ordre de segons o fins i tot
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en temps inferiors. Es va proposar, llavors, que una proteina desplegada hauria de
seguir uns camins cinétics determinats (o ‘vies’), de manera que només caldria assajar
unes poques conformacions per tal d’assolir el plegament (Bryngelson et al., 1995;
Dinner et al., 2000). Es creu que fins i tot, només caldria la formacié de contactes
natius al voltant d’'uns pocs residus clau (Fersht, 2000; Lindorff-Larsen et al., 2005) i
que potser I'estat natiu no residiria en un minim energétic global, sin6é en el lloc de
minima energia lliure d’entre els cinéticament possibles.

A partir d’'aqui es van desenvolupar diferents models de plegament basats en la
teoria de les “vies de plegament”, en els quals distingim fonamentalment 2 grups: els
sequencials, en els quals es proposa primer la formacié de I'estructura secundaria
enfront la terciaria (per exemple, el model de framework), i els de col-lapse, en els
quals I'adquisici6 d'ambdues estructures es produeix simultaniament (per exemple el
model del col-lapse hidrofobic). Semblava, emperd, que cap d’aquestes “vies de
plegament” proposades era prou general per a explicar el procés global de plegament
proteic, i no acabava de convéncer la seva poca flexibilitat. A partir d’aquests

plantejaments va aparéixer la teoria dels anomenats “embuts de plegament”.

.2.1.2 Embuts de plegament

Els embuts de plegament son la nova visio del procés de plegament, els quals
es refereixen als diferents estats de plegament com a ‘conjunts de conformacions’,
enlloc de parlar de conformacions discretes, i tenen en compte multiples rutes de
plegament paral-leles (Dill i Chan, 1997). Es basen en unes superficies
tridimensionals, on la dimensidé vertical representa el nombre de contactes natius
(entalpia) i les altres dimensions corresponen a lentropia i el nombre de
conformacions possibles (Fig. I.7). En algunes ocasions, I'embut també pot simplificar-
se a una representacio bidimensional.

La forma d’embut ve donada pel fet que se suposa que es parteix d’'un conjunt
molt ampli i heterogeni de conformacions desplegades d’energia superior a I'estat
natiu, el qual es va reduint a mida que disminueix tant 'energia com I'entropia durant el
procés de plegament. L’embut culmina a I'estructura nativa (minim energétic global),
on el nombre de conformacions és extremadament limitat, practicament uUnic, tot i que
dinamic.

Aquest model sembla que s’adaptaria bé a plegaments caracteristics de
diferents proteines, ja que és forca general, de manera que el que variaria serien

només les formes dels embuts, propies de cada proteina (de la seva seqiiéncia) i de
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cada condicié. Es contempla, també, I'existéncia d’intermediaris, els quals, a diferéncia

de l'estat natiu, s6n minims energétics locals.

W/

Entropia

N7

E

N natiu

1.0

Figura I.7. Representacié d’'un embut de plegament tridimensional i bidimensional. N =
estat natiu, | = intermediari, Q = nombre de contactes natius, Enaiu = energia de I'estat natiu. A i
B = dos possibles camins de plegament diferents.

A partir d’ara, tot i que ens referim a estructures concretes, s’ha de tenir en
compte que en realitat estem parlant dels conjunts de conformacions dinamiques que

les constitueixen.

1.2.1.3 Intermediaris

Les proteines de mida inferior a 100 aminoacids solen presentar un plegament
en 2 estats, és a dir, passen de la forma desplegada a la plegada, normalment de
forma molt rapida (Villegas et al., 1995). Un dels primers exemples descrits fou el
plegament de l'inhibidor 2 de quimotripsina (Jackson i Fersht, 1991). En canvi, les
proteines que contenen més de 100 residus tendeixen a col-lapsar en ambients
aquosos, formant unes estructures compactes amb una quantitat notable d’estructura
nativa: els intermediaris. Com ja s’ha comentat, els intermediaris s6n minims
energétics locals, els quals es troben estructurats parcialment (Horwich, 2002).

Aquests poden classificar-se de diferents maneres.
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Segons la seva naturalesa els podem classificar en 2 grups:

- termodinamics: sé6n els que trobem en equilibri, de manera que

s’acumulen i poden ésser aillats. També denominats metaestables.

- cinétics: son detectables per canvis en la velocitat de replegament entre
el principal estat de transicié i I'estat natiu, perd no s’acumulen i, per

tant, no poden ésser aillats.

Segons el seu paper en el procés de plegament, podem classificar-los igualment

en 2 grups:

- on-pathway: intermediaris pels quals s’ha de passar forcosament per tal
d’'arribar a l'estat plegat (formats per interaccions natives, és a dir,

formen part de la via de plegament).

- off-pathway: intermediaris que es troben fora de la via productiva de
plegament (formats principalment per interaccions no natives, és a dir,

no formen part de la via de plegament).

Aquestes conformacions parcialment plegades soén de vital importancia en el
present treball, ja que a partir d’elles, en el cas de proteines globulars, es poden donar

processos d’agregacio.

.2.1.4 Plegament in vivo

Totes les teories abans exposades s’han basat en experiments de replegament
realitzats in vitro. Primerament, és extremadament dificil estudiar el procés de
plegament in vitro, de manera que el que se segueix és el procés de replegament. El
procediment habitual és tractar la proteina amb agents i/o condicions desnaturalitzants
que en promouen el desplegament i seguir posteriorment la recuperacio de I'estructura
nativa en eliminar I'agent i/o condici6 concreta.

El plegament in vivo, perd, es creu que seria forga diferent, tot i que encara és
un tema forga controvertit. El fet que la cadena polipeptidica es sintetitzi d’'N- a C-
terminal sembla que seria determinant, obligant la proteina a comencgar a plegar-se
tant bon punt aquesta emergeix del ribosoma per I'N-terminal (plegament co-
traduccional), i dirigint el plegament de la resta de la cadena polipeptidica
posteriorment (Basharov, 2003). A més, en algunes ocasions intervenen proteines que
assisteixen el plegament proteic, les anomenades xaperones moleculars (Houry, 2001;
Bukau et al., 2006). La visié classica d’'aquestes proteines és que s’uneixen a zones

hidrofobiques exposades de les proteines que no estan plegades correctament i
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prevenen I'agregacio d’aquestes (Ranson et al., 1995). En el cas de les xaperones Hsp
60, aquestes son capaces de desplegar la proteina utilitzant ATP i alliberar-la, donant-
li una altra oportunitat de replegar-se correctament (Martin, 2000). La gran quantitat
d’energia que gasta la cél-lula en evitar 'agregacié proteica és una mostra de la
importancia d’un plegament correcte.

Una visid més recent del plegament de novo, és la coordinacio de les diferents
xaperones/xaperonines cel-lulars que aniria des de les que interaccionen directament
amb el ribosoma, com el factor desencadenant a bacteris (trigger factor), fins a les que
interaccionen directament amb el proteasoma, com el foldosoma o sistema Hsp 90 a
eucariotes (Ferbitz et al., 2004; Kaiser et al., 2006).

Les Xaperones/Xaperonines classiques no poden ser considerades com a
catalitzadors, ja que no acceleren la velocitat de la reacciéo de plegament. En canvi,
altres proteines intervenen en el procés de plegament actuant com a veritables
catalitzadors: les prolil-isomerases, que catalitzen la isomeritzaci6é cis-trans de les
prolines (Gothel i Marahiel, 1999), i les disulfur isomerases (Gruber et al., 2006), que
catalizen la correcta formacié dels ponts disulfur intra i intercatenaris. Algunes de les
Xaperones/Xaperonines classiques mostren addicionalment aquestes activitats
enzimatiques, com el mateix factor desencadenant, que presenta activitat prolil-

isomerasa.

1.2.2 Fibres amiloides

La cel-lula, doncs, té molts recursos per tal de dirigir la proteina cap a la seva
forma tridimensional correcta, a més de sistemes que asseguren la degradacié si el
plegament no s’ha assolit amb éxit. No obstant, en algunes ocasions es produeixen
plegaments erronis de determinades proteines originant-se patologies conegudes com
malalties conformacionals (Taula 1.2). Aquests plegaments incorrectes poden acabar
donant oligdmers solubles, agregats inespecifics o uns agregats especifics recentment
molt ben caracteritzats, les fibres amiloides. En aquest darrer cas, parlem

d’amiloidosis.
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Taula I.2. Exemples de malalties conformacionals. RE: reticle endoplasmic. Reproduit parcialment
de Dobson (2001).

Malaltia Proteina involucrada Lloc de
plegament
Fibrosi cisitca Regulador_ trangngn_wbrana dela RE
fibrosi cistica
Malaltia de Huntington Huntingtina Citosol
Anémia falciforme Hemoglobina Citosol
Alzheimer B-amiloide / presenilina RE
Malaltia de Parkinson a-sinucleina Citosol
Scrapie (ovelles) / malaltia de . L
Creutzfeldt-Jacob i kuru (humans) Proteina prionica (Prp) RE
Amiloidosis familiars Transtirretina / lisozim RE
Retinosi pigmentaria Rodopsina RE
Cancer p53 Citosol

1.2.2.1 Fibres amiloides i amiloidosis

Les fibres amiloides sén uns agregats proteics ordenats i molt inerts, els quals
mostren una série de caracteristiques comuns. No obstant, diferents tipus de
sequéncies polipeptidiques son capaces de formar-ne. Aquestes fibres es troben en
forma de dip0sits extracel-lulars a teixits afectats per malalties amiloidotiques, com
poden ser I'Alzheimer, les encefalopaties espongiformes o les amiloidosis sistemiques
(Taula 1.2). En alguns casos s’han observat diposits d’aquestes caracteristiques
intracel-lularment, com a la malaltia de Parkinson, encara que patologicament no es
consideren dins del grup de les amiloidosis. Una d’aquestes proteines amiloidotiques,
la proteina del pri6é (PrP), exhibeix propietats infectives, és a dir, és capag¢ d’induir la
malaltia a un altre individu sa sense la preséncia de cap estructura d’acid nucleic
associada (Prusiner, 1982). Recentment el nombre de proteines conegudes amb
capacitat amiloidogénica ha anat augmentant, sobretot amb el descobriment de
proteines no relacionades aparentment amb cap patologia o fenotip diferencial, pero
amb caracteristiques tipiques de les fibres amiloides. En aquests casos, les fibres es
formen un cop les proteines sén exposades a unes condicions determinades no
fisioldgiques (Taula 1.3). Per a la denominacioé d’aquest tipus de fibres, la Societat
Internacional de I’Amiloidosi recomana I'Us del terme amyloid-like (Westermark et al.,

2005), tot i que en aquest treball s’emprara indistintament el terme amiloide amb la
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finalitat de facilitar la lectura. Algunes d’aquestes proteines no patogéniques, com
Sup35p i HET-s, son convertides en fibres amiloides pels seus propis organismes
(Saccharomyces cerevisiae | Podospora anserina, respectivament), produint-ne
'adquisicié d’'un determinat fenotip. Per tant, les conformacions fibrilars de Sup35p i
HET-s tenen propietats funcionals, actuant com a elements genétics
extracromosomals, ja que sén capaces d’autopropagar-se i transmetre’s (Chien et al.,
2004).

El creixent nombre de proteines sense cap relacié sequencial ni estructural entre
elles, perd amb la capacitat de formar fibres tan semblants, va portar a pensar que la
formacié de fibres amiloides podria ésser una propietat inherent de les cadenes

polipeptidiques (Guijarro et al., 1998).

Taula 1.3. Proteines amiloidogéniques no patogéniques. Exemples de proteines
formadores de fibres amyloid-like no relacionades amb malalties conegudes. Reproduit
parcialment de Dobson (2001).

Proteina Tipus d’estructura nativa
domini SH3 de la PI3
quinasa B
acilfosfatasa o/f
ADA2h o/P
a-lactalbumina otp
lisozim o/
citocrom Cssp o
apo-mioglobina o

.2.2.2 Caracteristiques de les fibres amiloides

El creixent nombre de proteines que adoptaven caracteristiques amiloidotiques
va demostrar la necessitat d’'una série de criteris per tal de considerar un agregat
proteic com a tal. Primerament la morfologia tipica de les fibres amiloides ha de poder
observar-se al microscopi electronic de transmissié (TEM); les fibres comparteixen un
diametre d’entre 7 i 13 nm i es troben generalment formades per un conjunt d’'uns 2 a 6
protofilaments d’entre 2 i 5 nm de diametre entortolligats entre ells (Serpell et al., 2000)
(Fig. 1.8).
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Figura 1.8. Morfologia de les fibres amiloides. (A) Observacié de fibres amiloides al
microscopi electronic de transmissid per tinci6 amb acetat d’uranil i (B) mitjangant
criomicroscopia electronica. Reproduit de Jiménez et al. (2002).

Una altra caracteristica ha de ser la capacitat d’'unié de fluordfors especifics, el
Congo Red i la Tioflavina-T (LeVine, 1993), produint un red shift a 'espectre d’absorcio
del primer (provocant un desplagament de I'espectre d’absorcio cap al color vermell, és
a dir, cap a major longitud d’ona), i augmentant el maxim de fluorescéncia en el cas del
segon. Les fibres, a més, han de presentar un patré tipic d’estructura p-creuada
(cross-p) per difraccié de raigs X, indicatiu d’'una disposicio de les fulles-p ordenades
en direccié perpendicular a I'eix de la fibra (Sunde i Blake, 1997). L’'elevada quantitat
d’estructura secundaria-f d’aquests agregats, obre les portes a estudis que utilitzin
técniques capaces de detectar-la, com poden ser el dicroisme circular o
I'espectroscopia d’infraroig. El caracter inert de les fibres amiloides les fa resistents a
la proteodlisi, de manera que estudis comparatius de resisténcia a proteases poc
especifiques entre la proteina nativa i la forma agregada també son utils tant per a la
confirmacié de que es tracta d’'un amiloide com per a la identificacié de les parts

involucrades en la formaci6 de la fibra.
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1.2.2.3 Formacio de fibres amiloides

Les fibres amiloides representen un estat d’organitzacié d’estructura final diferent
a I'estat natiu. El procés de plegament és independent per cada molécula proteica i ve
definit per 'adquisicié d’'una série de contactes intramoleculars. No obstant, el procés
d’agregacioé es doéna per I'adquisicié d’'una série de contactes intermoleculars entre
varies molécules de la mateixa proteina, essent, per tant, depenent de concentracio.
En algun moment, i per causes que en molts casos es desconeixen, la proteina es
desviaria de la seva via de plegament normal, originant un estat final també estructurat
i estable. Aquest fet suggereix que el plegament i 'agregacié son processos que es
troben en competéncia, i que I'entorn dirigiria I'estructura peptidica cap a un o altre
cami. Dins el context dels embuts de plegament, podria considerar-se un embut doble,
de manera que la proteina ‘escaparia’ de la superficie energética del plegament, i
entraria en una altra superficie energética on la fibra amiloide seria el component de
menor energia (Fig. 1.9) (Jahn i Radford, 2005).

== o s L ey
r P 3 =) estat [ "a..,ulr’-F’ T -
S _=_desplegat | f_.-w L:_'\-"
" i LS — [

Intermediaris
de plegament
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e v
estat parcialmen
) | desplegat
estat natiu
oligomers =

agregat amorf

energia

fibres amiloides

contactes intramoleculars contactes intermoleculars

Figura 1.9. Paisatge energétic del plegament proteic i I’agregacié. L’embut esquerre
representa el procés de plegament i I'embut de la dreta el de I'agregaci6. Poden observar-se els
estats intermediaris de I'embut de plegament (intermediaris on-pathway) i els de I'agregacié
(intermediaris off-pathway). La fletxa negra representa l'intermediari desconegut per on la
proteina passaria d’'un embut a l'altre. Reproduit de Jahn i Radford (2005).
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La competéncia entre plegament i agregacié queda reflectida també dins de la
mateixa molécula, tal i com Chiti i col-laboradors van observar per a la proteina
acilfosfatasa (AcP). Aquesta proteina no és patogénica perd és capag de formar fibres
amiloides en preséncia de ftrifluoroetanol (TFE), i es va demostrar que les zones
implicades en la formacié de I'estat de transicié del plegament eren diferents de les
zones implicades en el procés d’agregacio (Chiti et al., 2002).

El procés de formacié dels agregats fibril-lars es podria definir en 2 fases
diferents:

- Fase de nucleacio: els intermediaris amiloidogénics s’agrupen donant nuclis

d’agregacio. Sol apreciar-se com una fase de laténcia mitjangant determinades
técniques, com la fluorescéncia amb Tioflavina-T o la microscopia electronica.
Es una etapa molt lenta respecte la totalitat del procés, ja que es troba
desafavorida termodinamicament. No s’observen agregats fibril-lars al

microscopi.

- Fase de creixement: un cop el nucli ha assolit una grandaria critica, comenca

una fase rapida on es doéna la incorporacié de molécules al nucli pre-format,
que acabaran donant la fibra. Poden visualitzar-se agregats fibril-lars al

microscopi.

Una de les grans questions respecte a les fibres amiloides és la identitat de les
espécies citotoxiques. Estudis recents semblen indicar que els agregats pre-fibril-lars
(fins i tot de proteines no patdogenes) podrien ser els responsables de la major part
d’efectes deleteris, i que els estats fibril-lars serien formes de segrest dels anteriors,
desenvolupant, per tant, un paper protector (Bucciantini et al., 2002). No obstant, en
alguns casos, la simptomatologia de la malaltia amiloidotica ve clarament donada per
la gran acumulacié de material fibril-lar, com per exemple, en I'amiloidosi associada a
dialisi (Floege i Ketteler, 2001).

1.2.2.4 Causa de la formacio de fibres amiloides in vivo

Segons el que s’ha vist, només un nombre reduit de proteines forma fibres
amiloides in vivo, i normalment només es ddna en casos d'edat avangada del pacient.
La causa de tot aixd és que a la cél-lula hi ha molts mecanismes que afavoreixen el
correcte plegament de la proteina i limiten I'agregacié d’aquesta. Exemples d’aquests
mecanismes son les xaperones moleculars i el sistema de degradacid proteic del

proteasoma.
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La formacio de fibres amiloides in vivo és la conseqiéncia d’errades en algun/s

d’aquest/s sistemales, les causes de les quals poden ser:
- Incapacitat per part de les xaperones de recongixer la proteina desplegada.

- Desplegament parcial de la proteina en compartiments on les xaperones hi sén

absents.

- Actuacié d’algunes xaperones (com Hsp70 i Hsp40) atenuant la formacié
d’agregats pre-fibril-lars i afavorint la formacié d’estats fibril-lars (Wacker et al.,
2004).

- Disfuncié del sistema del proteasoma cel-lular.

No obstant, com ja s’ha comentat, en alguns casos la formacié de fibres
amiloides no desencadena un procés patologic, sind que obeeix a un procés fisiologic.
Aquest fet ha estat observat en varis organismes i fins i tot a mamifers (Fowler et al.,
2006; Fowler et al., 2007)

1.2.2.5 Estructura de les fibres amiloides

Les fibres amiloides posseeixen com a caracteristica comu un nucli en forma de
columna amb un patré de difraccio de raigs X anomenat cross-g (veure apartat 1.2.2.2)
(Sunde i Blake, 1997). Darrerament han emergit una elevada quantitat d’estudis i
models atdmics sobre la manera mitjangant la qual les cadenes polipeptidiques
s’arrangen donant lloc a l'estructura del protofilament. Actualment, cap dels models
proposats és capac¢ d’explicar totes les propietats de les fibres descrites fins ara,
encara que és possible que no hi hagi un unic model valid (Nelson i Eisenberg, 2006).
Els diferents models es troben intimament lligats a models de formacidé de fibres
amiloides. En termes generals, es poden distingir 3 tipus de models atdmics, resumits
a la Fig. 1.10:
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Tipus de Prott_a‘ina Intermediari Fibra
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Figura 1.10. Models d’estructura amiloide. Diferents models proposats per a I'adquisicio
d’estructura de la columna cross-g amiloide. Adaptat de Nelson i Eisenberg (2006).

Els models de replegament defensen que la proteina ha de patir un
desplegament total o parcial de la seva conformacié nativa seguit d’un replegament
que la portara, finalment, a la forma fibril-lar. En el cas de proteines formadores
d’amiloides in vitro, la formacié d’aquesta forma intermediaria amb cert grau de
desplegament vindria assistida per condicions parcialment desnaturalitzants. En
aquest tipus de condicions, el procés d’agregacid es veuria afavorit en la seva
competicio vers el plegament natiu. Aquests models proposen que el fet que I'estat
fibril-lar tingui moltes caracteristiques semblants per a proteines molt diferents implica
que aquest estigui definit per interaccions entre I'esquelet polipeptidic, el qual és comu
per a totes les proteines. L'efecte de les cadenes laterals especifiques, és a dir, de la
sequéncia aminoacidica, seria tan sols modulador de la velocitat de formacid i
I'estabilitat de I'estat fibril-lar. A les estructures fibril-lars freqlientment proposades per
a aquests models, les cadenes-B dels mondmers es trobarien interaccionant entre
elles de manera paral-lela per ponts d’hidrogen amb un cert desfasament, donant lloc a
hélixs-p levogires. Disposicions antiparal-leles, especialment per a seqiéncies curtes,
també serien possibles. Exemples de proteines per les quals s’ha proposat aquest
model son la insulina (Jiménez et al., 2002) i la proteina prionica (Govaerts et al.,
2004).

Els models nativament desordenats sén aplicats a proteines desestructurades
en el seu context fisioldgic. En aquest cas, la totalitat o una part de la proteina ha de

guanyar estructura per tal de formar la columna cross-p. Les estructures proposades
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inclouen un nucli de cadenes-p paralleles en forma de ziga-zaga formant una
estructura anomenada ‘estructura-p paral-lela super prisada’ (parallel superpleated p-
structure) , com es proposa per a la proteina Ure2p (Kajava et al., 2004).

Els models de guany d’interaccio es basen en un canvi conformacional d’'una
regio de la proteina nativa que deixa exposada una superficie que abans era
inaccessible. Aquesta superficie interaccionara de manera especifica amb altres
molécules alterades donant lloc a la fibra, i la resta de la proteina mantindra la seva
forma nativa. Aquest tipus de models es pot subdividir alhora en 4 classes, 2 de les
quals comprenen apilaments que no haurien de comportar forcosament la formacié
d’'un nucli cross-g, i per tant no seran comentats. Les altres dues classes estan
basades en columnes cross-f amb cremalleres estériques i disposicions paral-leles en

registre (parallel in-register arrangement, PIRA, Fig. 1.11).

Figura 1.11. Columnes cross-gS PIRA. (A) Disposicié de les fulles-B. Els fragments peptidics es

troben en una conformacié extesa, formant una cadena- perpendicular a 'eix de la fibra i realitzant

ponts d’hidrogen amb els péptids immediatament superior i inferior. Aquesta disposicio dona lloc a

fulles-B (en aquesta figura paral-leles, tot i que s’han observat també fulles-f antiparal-leles). (B,

vista superior d’A) ‘Cremallera estérica’. Aquestes fulles-p interaccionen entre si mitjangant la

interficie seca (zona ombrejada), formada per interdigitacio de cadenes laterals polars. El conjunt
d’interficies seques al llarg de la fibra formen 'anomenada ‘cremallera estérica’.

A la primera classe, amb el peptid GNNQQNY del prié de llevat Sup35p com a
proteina model, la columna cross-g esta formada a partir de les superficies ara
exposades de la proteina completa (Nelson et al., 2005). Les cadenes-f d’aquestes
superficies s’apilen de forma paral-lela formant ponts d’hidrogen i s’encaren a una

fulla-B idéntica. Aquestes fulles-f encarades formen una interfice seca, ja que es déna
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una interdigitacié de les cadenes laterals de manera altament complementaria, que
exclou l'aigua. Degut a les seves caracteristiques, el conjunt d’interficies seques de la
columna cross-f ha estat anomenat cremallera estérica. Aquesta estructura va ésser
obtinguda a partir de la resolucié atomica de microcristalls amb caracteristiques molt
semblants a les de les fibres amiloides. Posteriorment, la resolucié atdomica d’altres
péeptids va revelar també la preséncia de cremalleres estériques, bé que diferents, ja
que l'orientacio de les molécules podia variar segons el péptid. Aquesta variabilitat va
donar lloc a una classificacié de cremalleres estériques (Sawaya et al., 2007).

A la segona classe, una superficie exposada entre dos dominis produeix
l'intercanvi dels dominis seglients amb una altra molécula (domain swapping) (veure
Fig. 1.10). La columna cross-f sera formada per la zona entre dominis donant una
estructura igual a la del péptid del pri6 del llevat. Un exemple d’aquesta estructura es
troba en una fibra amiloide de ribonucleasa A dissenyada racionalment (Sambashivan
et al., 2005).

No obstant, aquests models es limiten a descriure I'estructura de la fibra basant-
se en l'estructura del mondmer dins I'agregat fibril-lar, perd no en caracteritzen el
mecanisme d’elongacio. Aquest mecanisme esta essent objecte d’estudi recentment,
proposant-se un model forca general per a l'elongacid de les fibres de p,-
microglobulina a pH acid, el qual esta basat en I'addicié sequencial de mondmers per

tal de formar un nucli estructural de la mida d’'un hexamer (Xue et al., 2008).

.2.2.6 Meétodes de prediccio de 'amiloidogénesi

Independentment del tipus de model de formacié de la columna fibril-lar, la
majoria d’autors semblen recolzar la idea que la capacitat amiloidogénica no es troba
al llarg de tota la cadena polipeptidica, siné localitzada en zones determinades i,
generalment, forca curtes (Lopez De La Paz et al., 2002; Ventura et al., 2004; Esteras-
Chopo et al.,, 2005). Igualment, els diferents models abans exposats, per bé que
diferentment, donen importancia a la seqiiéncia aminoacidica, atribuint-li, almenys, la
capacitat de controlar la velocitat d’agregaci6. Degut a tot aixd, ultimament s’estan
duent a terme molts esforgcos de caire tedric per a la identificacio de les zones
proteiques més rellevants en el procés d’agregacio, aixi com per a la prediccié de les
velocitats d’aquest mateix procés.

Fonamentalment, podem distingir 3 tipus de métodes per a la prediccié de les
regions amiloidogéniques i/o les velocitats d’agregacio:

Els métodes empirics o fenomenologics es basen en els resultats obtinguts

per unes quantes proteines i els seus mutants per tal d’englobar les propietats de les
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seves sequéncies, juntament amb les condicions experimentals, en equacions o
algorismes. Les equacions elaborades podran ser utilitzades per inferir la tendéncia a
agregar d’altres proteines problema (Pastor et al., 2005). Chiti i col-laboradors han
desenvolupat una férmula que permet la prediccié de la tendéncia d’agregacié de
cadenes polipeptidiques desestructurades basada en 3 factors simples i generals:
hidrofobicitat, tendéncia a patir una transicié conformacional d’a a B, i carrega neta de
tota la cadena polipeptidica (Chiti et al., 2003). L’'empresa Zyentia Ltd. ha replantejat
aquesta férmula, elaborant una escala de tendéncies d’agregacio (la qual engloba els
diferents parametres abans esmentats) per a cada un dels 20 amino acids
proteinogénics (Pawar et al., 2005; Tartaglia i Vendruscolo, 2008). El programa,

Zyggregator™ (anteriorment a www.zyggregator.com, i actualment a http://www-

vendruscolo.ch.cam.ac.uk/zyggregator.php), utilitza una finestra d’'uns 7 residus per

escombrar la sequiéncia i detectar les regions amb una tendéncia a agregar superior a
la mitja de la cadena polipeptidica; a més a més, Zyggregator™ permet la prediccié de
les velocitats absolutes d’aquest procés. Un estudi semblant és la base del programa
AGGRESCAN (http://bioinf.uab.es/aggrescan/, Conchillo-Solé et al., 2007), el qual

atorga un valor de tendéncia d’agregacio a cada aminoacid basant-se en els resultats

obtinguts per la substitucié de la fenilalanina 19 del péptid AB142 de I'Alzheimer pels 20
aminoacids proteinogénics (Sanchez de Groot et al., 2005; de Groot et al., 2006).
Ambdds metodes han obtingut bones correlacions per a la identificacié de regions
amiloidogéniques sobretot de péptids i proteines nativament desestructurades, tot i
que Zyggregator™ ha estat recentment millorat amb la incorporacié de la prediccié de
la propensié de plegament, per tal de predir més acuradament les propensions
d’agregacio a proteines estructurades (Tartaglia et al., 2008).

TANGO és un algorisme que permet identificar les regions tendents a agregar de
proteines, a més de predir els canvis en la tendéncia d’agregacié produides per
mutacions a la sequUéncia polipeptidica (Fernandez-Escamilla et al., 2004). Aquest
métode assumeix que l'Unica estructura secundaria d’'un agregat proteic és una
cadena-f i que les regions involucrades en I'agregacio es troben totalment enterrades.
L’algorisme llavors calcula per cada residu el percentatge d’ocupacié entre els
principals estats conformacionals en competéncia: I'hélix-a, el gir-p, la fulla-B, I'estat
natiu si no es tracta d’'un péptid/proteina nativament desestucturat, i 'agregat-p. El
calcul de cada residu el realitza en base a diferents termes energétics: hidrofobicitat,
energia de solvatacid, interaccions electrostatiques i ponts d’hidrogen; aixi com els
efectes dels parametres de la solucié (factors extrinsecs): pH, forgca idnica... Les

regions que consisteixen en com a minim 5 residus consecutius predits amb un minim
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d’'un 5% d’estructura agregat-p cadascun son presentades com a zones propenses a
agregar.

Els métodes basats unicament en identificaci6 de sequiéncia parteixen
d’estudis combinatorials encarats a la identificacio6 de sequéncies inherentment
amiloidogéniques (Lopez de la Paz i Serrano, 2004). La seqliéncia trobada, STVIIE, és
capag d’induir la formacio de fibres a proteines que no havien mostrat la preséncia de
fibres amiloides en les mateixes condicions (Esteras-Chopo et al., 2005). A partir
d’aquesta sequéncia s’ha elaborat un programa de prediccié basat en el grau de
semblanca d’'una sequéncia polipeptidica al patré STVIIE (Lopez de la Paz i Serrano,
2004).

Per ultim, els métodes basats en la identificacié d’estructura, parteixen de
I'estructura del nucli de les fibres amiloides de I’hexapéptid NNQQNY del pri6 de llevat
Sup35p (apartat anterior; Nelson et al., 2005). Aquest métode es basa en modelar les
estructures de les sequéncies d’interés formades per 6 residus sobre I'estructura del
parell de fulles-B adjacents observada per I'hexapéptid de Sup35p. Posteriorment es
calculen les energies relacionades i es seleccionen només els hexapéptids que
presenten una energia inferior a un llindar determinat (Thompson et al., 2006). Un altre
meétode estructural es basa en el desacoblament de I'estructura secundaria presentada
i la predita en algunes proteines, ja que s’ha observat que algunes proteines
amiloidogéniques contenen una hélix-a en una regié que hauria d’ésser una cadena-f§
segons les prediccions (Kallberg et al., 2001).

El nombre de métodes predictius per a I'amiloidogénesi creix a una velocitat
sorprenent, perd la majoria de métodes son ineficagos a I'hora de determinar les
tendéncies d’agregacio de proteines globulars, degut a la preséncia d’estructura
compacta. Per tal de realitzar comparacions es pot intentar eliminar la preséncia
d’estructura utilitzant agents desnaturalitzants; no obstant, nombrosos estudis semblen
indicar la preséncia de certa quantitat d’estructura native-like fins i tot en condicions
desnaturalitzants forga agressives (Neri et al., 1992; Schwalbe et al., 1997; Garcia et
al., 2001).
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.2.3 EIl domini d’activacié de la procarboxipeptidasa A2 humana com a

model d’estudi

L’ds de proteines model altament caracteritzades ha estat molt important en
l'estudi de les propietats amiloidogeniques, sobretot amb la interrelacié entre els
processos de plegament i agregacié. En molts casos també s’utilitzen péptids que
comprenen certes parts d’'una sequiéncia proteica com a sistemes model, ja que
simplifiquen els estudis enfront la totalitat de la proteina, tot i permetent una analisi
detallada dels parametres biofisics implicats en I'agregacié (Pastor et al., 2005). El
domini d’activacié de la carboxipeptidasa A2 humana (ADA2h) ha estat una de les
primeres proteines no patdogenes en descriure’s la seva capacitat de formar fibres
amiloides a pH baix (Villegas et al., 2000) i I'objecte d’estudi de gran part d’aquesta
tesi. Experiments anteriors van permetre la caracteritzacié profunda de la via de
plegament de la proteina a pH neutre, aixi com la seva millora mitjangant enginyeria de
proteines. Els resultats d’aquests estudis, de gran importancia per al desenvolupament

del present treball, sén explicats en detall en els seglents apartats.

1.2.3.1 Estudis de caracteritzacio del plegament

ADAZ2h és una proteina de 81 residus amb un plegament tipus p-sandwich (a/p),
on trobem 2 hélix-o. empaquetades contra una fulla-p de 4 cadenes (Fig. 1.4 i 1.12). Es
disposa de la seva estructura tridimensional cristal-litzada en forma de proenzim
(Garcia-Saez et al., 1997), aixi com en dissolucié (per RMN, Jiménez et al., 2003).
Entre ambdues estructures, tal i com s’ha exposat anteriorment, la major diferéncia és
la desestructuracié parcial de la segona cadena- en abséncia del domini actiu de
'enzim.

D’aquesta proteina es va caracteritzar la cinética de plegament mitjangant
diferents técniques, veient que a pH neutre seguia un model de plegament en dos
estats, és a dir, sense la preséncia d’intermediaris termodinamics ni cinétics (Villegas
et al., 1995). Sorprenentment, la velocitat de plegament exhibida per ADA2h era la
més alta observada per a cap proteina fins aquell moment, requerint-se I'is d’aparells
de cinética rapida com [I'stopped-flow. Posteriorment, es van realitzar treballs
d’estabilitzacié de les 2 hélixs-a (Villegas et al., 1996), dissenyant-se dos mutants
diferents mitjangant el programa de prediccié de la tendéncia a formar hélix-a AGADIR
(Mufioz i Serrano, 1997) (Fig. 1.12):
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¢ M1: mutant de I'hélix 1 amb els canvis N25K, Q28E, Q32K i E33K
e M2: mutant de I'hélix 2 amb els canvis Q60E, V64A, S68A i Q69H

Figura 1.12. Estabilitzacio de les hélixs-o. d’ADA2h. Mutacions realitzades a
ADA2h per tal d’estabilitzar I'nelix a-1 (en vermell) i I'hélix a-2 (en blau).
Reproduit de Villegas et al. (2000).

Es va estudiar I'estabilitat d’aquests 2 mutants respecte la de la variant salvatge
(WT) utilitzant les mateixes técniques i es va comprovar que s’havia aconseguit un
augment de l'estabilitat en ambdds casos, essent més important en el cas d’'M2 (Taula
1.4). Aixd suggeria que l'estabilitat proteica no és optima en la proteina salvatge, la
qual cosa té sentit si pensem que s’ha de produir la desestrucuturacié de I'estat natiu
per tal de permetre el recanvi proteic a I'ambit cel-lular (Villegas et al., 1996). També
es va voler comprovar si es podia accelerar la velocitat natural de plegament, utilitzant
els 2 mutants de les hélixs (M1 i M2) i un doble mutant que contenia les 2 hélixs-a
estabilitzades (DM) (Taula 1.4). Els resultats van mostrar que la velocitat de plegament
tampoc havia estat optimitzada durant el procés evolutiu (Viguera et al., 1997),

obtenint-se velocitats encara més extremes que per la varietat salvatge.
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Taula 1.4. Valors termodinamics i cinétics d’ADA2h i els mutants amb les hélixs-a
estabilitzades. *La Tm del DM no va poder ser estimada degut a que el procés de
desplegament tot just havia comencgat a 363K (Viguera et al., 1997)

Proteina (Kca??noﬂ) (Tlg; (:ﬂ) (™)

(;Q’V;?;(';’_‘lj‘;g‘;) 45 351,0+0,2 | 0,350+0,010 | 743+79
M1 5,8 3582+ 0,5 | 0,054+0,002 | 1047+ 94
M2 6,0 3585+ 0,5 | 0,130+0,003 | 2993 + 287
DM 7.5 * 0,014+ 0,001 | 4390 + 0,02

Com a resultat d’aquest estudi comparatiu també es va poder comprovar que els
parametres termodinamics tenen caracter additiu, ja que els valors del DM eren
resultat de la suma de cada un dels mutants parcials. Aquests mutants han estat
estudiats amb d’altres aproximacions com el DSC (Fernandez et al., 2000) i
I'espectrometria de masses (Villanueva et al., 2000; Villanueva et al., 2002; Villanueva
et al., 2003).

.2.3.2 Estudi de I’estat de transicié del plegament d’ADA2h

La caracteritzacié de l'estat de transicié del plegament d’ADA2h va aportar
informacioé sobre quines interaccions havien estat formades amb anterioritat a aquest i
quines es consolidarien posteriorment. Amb aquesta finalitat es van dissenyar una
série de mutants puntuals d’ADA2h, on a cada un es trencava una interaccié nativa
determinada i s’observava I'efecte d’aquesta desestabilitzacioé sobre les energies entre
els diferents estats de la via de plegament, basant-se en el métode dels valors ¢
descrit per Alan Fersht (Fersht, 1995; Fersht i Sato, 2004). Les relacions d’energies
generen valors de ¢ entre 0 i 1, els quals representen els valor extrems d’interaccions
no formades i completament establertes a I'estat de transicio, respectivament (Villegas
et al., 1998). Un valor proper a 1 indica que la mancanga d’una interaccié concreta en
un mutant genera una gran diferéncia respecte a la forma salvatge a nivell de I'estat de
transicié, de manera que la interaccié nativa hauria d’haver estat formada abans
d’aquest estat activat. Valors propers a 0 indiquen el contrari, i valors intermitjos son
indicatius de formacions parcials d’interaccions (sempre que s’obtingui una bona
correlacio de Bronsted, Villegas et al., 1998). Amb aquesta aproximacié es va
aconseguir fer un mapa indicatiu del grau d’estructuracié de l'estat de transicio,

demostrant que el nucli de plegament esta format per les cadenes -1 i -3 juntament
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amb I'helix a-2; trobant-se, per contra, I'hélix a-1 parcialment desestructurada i les
altres fulles-p (2 i 4) totalment desplegades (Villegas et al., 1998). El fet que I'hélix 2 va
ser la que, mitjangant estabilitzacié, va permetre un clar augment de la velocitat de
replegament (Viguera et al., 1997) suggereix que per augmentar la velocitat de
plegament s’han d’estabilitzar estructures que ja estan formades a I'estat de transicio
(Villegas et al., 1998).

1.2.3.3 Formacio de fibres amiloides in vitro d’ADA2h

L’estudi del plegament d’ADA2h a pH 3 va revelar la capacitat de formacié de
fibres amiloides d’aquesta proteina exposada a certes condicions, observant-se la
preséncia d’aquests agregats per microscopia electronica (Villegas et al., 2000). Partint
d’aquesta informacio, es van dur a terme una série d’experiments per tal de comprovar
que s’acomplien les caracteristiques tipiques de les fibres amiloides esmentades en el
punt 1.2.2.2, aixi com estudis sobre les transicions estructurals en variar el pH i la
temperatura.

Seguint la desnaturalitzacié térmica a pH 3 per dicroisme circular, es va poder
determinar en el cas del WT una transicié d’estructura, observant-se com la senyal a
215 nm (minim de l'espectre de CD per a fulla-B) augmentava en funcié de la
temperatura i encara més amb el refredament posterior, suggerint un canvi
conformacional a la proteina (Fig. 1.13). No obstant, el més interessant va ser el fet que
aquesta transicié no s’observava en el mutant amb ambdues hélixs estabilitzades, el
doble mutant (i igualment en M1 i M2). Aquest mutant, un cop acabat el procés de
desnaturalitzacié-renaturalitzacio térmica, presenta un espectre de CD a+p, igual que
el WT (i aquest mateix mutant) a pH 7. Per microscopia electronica tampoc s’advertia
la presencia de cap agregat fibril-lar per a la variant DM. Aixd va portar a hipotetitzar
una possible relacié entre I'estabilitat i la tendéncia de formacié de fibres amiloides,
plantejant que si una estabilitzacié en disminuia la tendéncia, una desestabilitzaci6
hauria de produir-ne un augment.

Posteriorment, van realitzar-se altres estudis sobre I'amiloidogénesi d’ADA2h
emprant espectrometria de masses MALDI-TOF. Mitjangant aquesta técnica es va
poder calcular la cinética d’incorporacio dels mondmers a les estructures fibril-lars, el
qual és un procés lent: 0.16 x 10 s™ (Villanueva et al., 2003). Els monomers, al llarg
del temps desapareixen de la fraccio soluble de la mostra, ja que passen a formar part
dels agregats. Utilizant un control intern que no agrega en les mateixes condicions (en
aquest cas, PCI), es pot calcular aproximadament la quantitat relativa de proteina

d’interés present a la soluci6 comparant les intensitats dels pics corresponents als
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seus pesos moleculars. Si els mondmers de la proteina estudiada desapareixen de la
fraccio soluble, el seu pic disminuira en comparacié amb el de l'altra proteina. En el
mateix treball (Villanueva et al., 2003) es van ampliar els assaigs de la resisténcia a la
protedlisi d’ADA2h realitzats a Villegas et al. (2000), ja que és una altra de les

caracteristiques que presenten aquests agregats proteics.
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Figura 1.13. Seguiment de la transici6é a+p a p d’ADA2h per temperatura i pH baix mitjangant CD.
(A) Desnaturalitzacié térmica per CD: DM desnaturalitzacié i renaturalitzacié seguida a 222 nm (cercles
plens); WT seguida a 214 nm, desnaturalitzacio (cercles buits) i renaturalitzacié (quadrats buits). (B i C)
Espectres inicials i finals de la desnaturalitzacié térmica, WT (B) i DM (C). A ambdos, espectre inicial a
25 °C (cercles buits), espectre a 95 °C (quadrats buits), espectre final a 25 °C (cercles plens). Reproduit
de Villegas et al. (2000).
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Objectius

Objectius generals de la tesi

Aquesta tesi t¢ com a punt de partida un dels objectes d’estudi del grup: les
carboxipeptidases, bé que es troba centrada només en una part d’aquests enzims: el
domini d’activacio. Aquest domini és el responsable del manteniment de I'enzim en un
estat inactiu, prevenint el dany que pot produir una proteasa quan presenta activitat
fora del seu lloc d’actuacié.

L’objectiu general d’aquesta tesi ha estat:

o Estudi del procés d’agregacié i de possibles funcions alternatives dels dominis

d’activacié de les procarboxipeptidases humanes A2 i A4, respectivament.

La tesi es troba dividida en tres capitols, representatius de cada procés concret

estudiat.

Objectius concrets del primer capitol de la tesi

El primer capitol de la tesi es troba centrat en I'estudi del procés d’agregacio

d’ADA2h i una bateria de 28 mutants puntuals mitjangant dicroisme circular.
Els objectius concrets d’aquest primer capitol han estat:

e Construccié d'11 nous mutants puntuals d’ADA2h que complementin la bateria de
mutants puntuals existent. Expressio i purificacié en quantitats suficients de tots els

mutants, tant dels nous com dels préviament creats.

e Posada a punt de les condicions optimes per a I'assoliment del mateix grau de

desplegament per a totes les variants d’ADA2h.

e Estudi cinétic dels events primerencs del procés de formacié de fibres amiloides
d’ADA2h a pH acid a partir de I'estat desplegat, mitjancant stopped-flow acoblat a
dicroisme circular. Comparacié entre la variant salvatge (wild-type, WT) i els

diferents mutants puntuals.

e Comparacio dels diferents resultats experimentals obtinguts amb prediccions

d’agregacio d’algorismes informatics.
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Objectius concrets del segon capitol de la tesi

El segon capitol de la present tesi es troba centrat també en el procés de formacio

de fibres amiloides per part d’ADA2h, tot i que aquest cop partint de la conformacié

nativa de la proteina.

Els objectius concrets d’aquest capitol han estat:

Estudi cinétic de I'agregacié de la variant WT a partir de I'estat natiu mitjancant

espectroscopia d'infraroig.

Comparacio entre la variant WT i 3 mutants puntuals dADA2h amb diferents

velocitats d’agregacio.

Comprovacié de la morfologia de les estructures finals mitjangant microscopia

electronica de transmissio.

Objectius concrets del tercer capitol de la tesi

Per ultim, el tercer capitol ha aprofundit en I'estudi d’'una possible funcié alternativa

per al domini d’activacioé de la procarboxipeptidasa A4, realitzant-se primerament una

cerca bioinformatica per tal d’elaborar una hipodtesi i, posteriorment, comprovant-la

experimentalment.
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Els objectius concrets del capitol final d’aquesta tesi han estat:

Cerca de proteines amb sequéncia similar a ADA4h i diferent funcioé a les bases de
dades, mitjangcant PSI-BLAST.

Comparacio de I'estructura terciaria entre ADA4h i les proteines trobades emprant
el programa STAMP, hipotetitzant una possible funcié alternativa per a ADA4h.

Comparacié dels residus clau per a la realitzacié d’aquesta nova funcié.

Comprovacio experimental dels resultats bioinformatics.
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En el seglient bloc es comenten el material i els métodes generals emprats per I'autor
en la realitzacié de la present tesi. Altres metodes que han ajudat en la realitzacioé
d’aquesta tesi pero han estat utilitzats per col-laboradors no es troben descrits, tot i

que apareixen breument comentats als apartats de material i métodes de cada capitol.







Material i Métodes

M.1 APARELLS D’US GENERAL

Agitador vortex Heidolph, model Reax 2000 (Alemanya).

Agitadors magneétics Agimatic-S i Agimatic-N de JP Selecta (Espanya).

Aparell de flux detingut (stopped-flow) Pi-Star-180 d’Applied Photophysics (Regne
Unit).

Autoclaus Autester-E i Autester 437-P de JP Selecta (Espanya).

Balances Mettler AJ100, PJ300 i H64 (Alemanya).

Bany termostatic JP Selecta, model Tectron Bio-Medic 60 (Espanya).

Bomba peristaltica Pharmacia, model P-1 (Suécia).

Cabina de flux laminar Faster, model TWO-30 (ltalia).

Centrifugues Beckman models J2-HS i J2-21 (EE.UU.) amb rotors JA-20 i JA-14.
Comptador de centelleig LKB Wallac, model 1211 Minibeta (EE.UU.)

Congelador -80 °C Forma Scientific, model 8325 (EE.UU.).

Cubetes d’electroforesi per a gels d’acrilamida Bio-Rad, model Mini-Protean Il
(EE.UU.).

Cubetes per gels d’'agarosa Miniphor Submarine Electrophoresis Unit LKB, model
2013 (Suécia) i cubeta Pharmacia, model GNA-100 (Suécia).

Espectrofotometre UV-Vis Cary100 Bio, Varian (EE.UU.).
Espectrometre d’infraroig Nicolet 5700, Thermo Scientific (EE.UU.).
Espectrometre de masses Bruker model Ultraflex (Alemanya).
Espectropolarimetres Jasco-710 i Jasco-715 (Japo).

Estufa incubadora de cultius Sanyo, model Mir-152 (Japo).

Font d’alimentacié per a electroforesi EPS 200 de Pharmacia Biotech (Suecia) i Power
Pac 300 de Bio-Rad (EE.UU.). )

FPLC Amersham Biosciences, model Akta Purifier, detector UV-900 i bombes P-900
(Suécia).

Incubadors d’aire amb agitacié orbital Braun, model Certomat S (Alemanya) i
incubador Infors AG CH-4103 (Suissa).

Macrocentrifuga Heraeus model Megafuge 1.0R, Thermo Scientific (EE.UU.)

Microcentrifuga IEC, model Micro Max (EE.UU.) i microcentrifugues refrigerades
Sigma, models 2MK i 2K15 (Alemanya).

Microscopi electronic de transmissio Hitachi, model H-7000 (Japd).

Microscopi electronic de transmissio Philips Morgagni (Holanda).
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pHmetre Crison Instruments S.A., model Micro pH 2001 (Espanya) amb un eléctrode
Ingold (Suissa).

Sonicador Branson Digital Sonifier 250 (EE.UU.).

Termociclador Ericomp, model Power Block (EE.UU.).

Sistema d’exposicié de radioactivitat Imaging Screen-K de Kodak (EE.UU.).
Sistema de visualitzacio per laser Personal Molecular Imager Bio-Rad (EE.UU.).

Transil-luminador de llum ultraviolada Fotodyne Inc. (EE.UU.).

M.1.1 Productes quimics

Els productes quimics utilitzats han estat principalment de Sigma Chemical Co.

(EE.UU.). Altres productes més especifics son comentats al llarg del text.
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M.2 TECNIQUES DE DNA RECOMBINANT

M.2.1 Reaccié en cadena de la polimerasa, PCR (polymerase chain

reaction)

La técnica de PCR (reacci6é en cadena de la polimerasa) és una de les técniques
actualment més emprades en Biologia Molecular. Es una técnica rapida i senzilla que
permet 'amplificacié6 de DNA in vitro, inspirada en el sistema de replicacié del DNA
cel-lular (Mullis i Faloona, 1987). La seva utilitat va des de I'amplificacié de gens de
DNA amb l'objectiu de clonar-los, fins al cribatge de clons en busca dels que han
incorporat el gen d’interés, o a la mutagénesi dirigida de proteines.

Aquest sistema es basa en les hibridacions especifiques de sequéncies
complemetaries de DNA un cop la doble cadena motlle ha estat separada degut a
'elevada temperatura. La incorporaci® de polimerases termoestables no
desnaturalitzables en les condicions emprades (Saiki et al., 1988), aixi com d’aparells
termocicladors capacgos de realitzar canvis ciclics de temperatura a elevada velocitat

han permés millorar el rendiment del procés.

M.2.1.1 Amplificacié de gens o fragments génics

Per tal d’escollir el gen que es vol amplificar cal dissenyar i sintetitzar uns
oligonucleodtids encebadors especifics per a la seqiiéncia d’interés (també anomenats
primers). Amb la finalitat d’obtenir el millor rendiment possible i minimitzar els
productes inespecifics, cal tenir en compte una série de factors respecte al disseny
dels encebadors:

- La temperatura de fusié (Tm) d’ambdds encebadors ha de ser similar entre

ells, a més d’igual o superior a 50 °C. La Tm pot calcular-se segons la

férmula:

Tm =4 (G+C) + 2 (A+T) (férmula 1)

on A, T, Ci G indiquen, respectivament, el nombre de nucledtids d’adenina,
timina, citosina i guanina en la regid6 de solapament. La temperatura

d’hibridacié sol considerar-se 5 °C per sota de la Tm dels oligonucleotids.

- La posicié 3’ dels oligonucleotids, el lloc d’'unié de la polimerasa, és Optima

amb la preséncia d’'una C o una G, ja que entre aquestes bases s’estableix
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una unié més forta que no pas entre A i T, aportant estabilitat per a la
formacio del complex amb I'enzim.
- Han d’intentar minimitzar-se les estructures secundaries dels encebadors aixi

com la possible formacié d’hibridacions entre ambdés.

Un altre factor important és assegurar-se que el gen a introduir queda clonat en
fase, de manera que s’expressi la proteina corresponent al marc de lectura correcte. Al
present treball, els encebadors han estat sintetitzats per la casa comercial Roche.

Si els encebadors han estat dissenyats correctament, aquests s’uniran durant la
fase d’hibridacié a la seqliéncia complementaria especifica del DNA motlle, un cop la
doble cadena parental ha estat desnaturalitzada per calor. Seguidament, la polimerasa
s’uneix al DNA doble cadena i produeix I'elongacié de la sequéncia en posicio 3’
respecte I'encebador. Els productes d’aquesta primera reaccid podran actuar en
posteriors cicles com a motlle, de manera que es ddéna un augment exponencial del

producte al llarg dels cicles.
La barreja de reaccié emprada per a la clonacié d’ADA4h va ser:

5ul tampo de reaccié 10x sense MgCl, (Biotools)
1,5ul  MgCl; 50 mM
x ul - DNA motlle (1 ng)

10 ul  de cada encebador a concentracié 10 uM
10 ul  barreja de nucleotids trifosfat (dNTPs) 1 mM

(12-x) ul  aigua bidestil-lada estéril (fins a 50 pl)
Just després del pas de Hot start s’afegeixen les polimerases:
1,5l polimerasa Pfu 1 U/ul (Biotools)

i el programa del termociclador utilitzat ha estat:

1 cicle 5min 95°C Hot Start
30s 95°C
~30 cicles 60 s * Amplificacié

1min20s 72°C

1 cicle 10 min 72°C Extensio final

*La temperatura d’hibridacié depén dels encebadors dissenyats. En el cas de la
clonacié d’ADA4h, la temperatura assajada ha estat de 62 °C. El Hot Start permet
assegurar-se de que totes les cadenes motlle es troben separades, i I'extensio final

ajuda a 'acabament de les possibles elongacions que no havien finalitzat.
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M.2.1.2 Construccié d’una sequéncia de DNA sintética

En determinades ocasions es desitja o bé construir una sequéncia de DNA de
novo molt curta o bé modificar-ne una extensivament. En aquests casos és més adient
construir la molécula de DNA amb dos oligonucledtids (un directe i un revers)
parcialment solapats i acabar la sintesi de la doble cadena mitjangant el fragment
klenow de la DNA polimerasa | d’E.coli. En la present tesi, aquest métode s’ha emprat
en la construccioé del DNA codificant per a la sonda de RNA amb la qual es va assajar
la uni6 amb ADA4h. Aquesta sonda esta basada en la segona forqueta del snRNA U1,
contenint dues repeticions del motiu d’unié a la proteina U1A, i per aixd 'anomenarem

sonda bipolar.
Oligonucleotids dissenyats:
directe:
5-TAATACGACTCACTATAGGGAGGGTTAACATTGCACTCCGTTGTCCATCCCAAAAAAAAA-3
revers:
5-GGACAACGGAGTGCAATGTTAACCCTTTTTTTTTTTGGGATGGACAACGG-3’
En negreta es mostra la regi6é corresponent al promotor de T7, essencial per a la

transcripcié in vitro d’aquesta molécula de DNA (veure apartat M.2.8), i en cursiva es

mostra la regi6 parcialment solapada.

5’ 3’
T T T
AR
+ Klenow
(1h 37 °C)
5’ 3’
g LT o

Figura M.1. Esquema de la construccié d’una seqiiéncia de DNA sintética.
Hibridaci6 dels 2 oligonucledtids parcialment solapats i acabament de la sintesi de la
doble cadena mitjangant el fragment klenow de la DNA polimerasa | d’E.coli.
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La barreja de reaccié emprada per a la construccioé del DNA sintétic va ser:

2,5ul tampo de reaccio 10x (Fermentas)

10 ul  de cada encebador a concentracié 100 uM
0,5 ul barreja de nucleotids trifosfat (ANTPs) 25 mM

2 ul  fragment klenow DNA polimerasa | 2 U/ul (Fermentas)

Aquesta barreja ha d’ésser incubada 1h a 37 °C. L'enzim és inactivat

posteriorment incubant la barreja a 65 °C durant 10 min.

M.2.1.3 Introduccié de llocs de complementarietat per al clonatge

independent de lligacid

Recentment es troba en augment el nombre de clonatges independents de
restriccio i lligacié, com els sistemes LIC (ligation-independent cloning) (Aslanidis i de
Jong, 1990) de la casa comercial Novagen. En aquest sistema, els oligonucleotids es
dissenyen amb una sequéncia de 12 nucledtids a I'extrem 5 complementaria a una
sequéncia de cadena simple del vector. D’aquesta manera, el fragment amplificat
contindra aquesta sequéncia, la qual, un cop tractada amb la DNA polimerasa del fag
T4 en preséncia de dGTP, quedara en forma de cadena senzilla i, per tant, sera capacg
d’hibridar amb la seva cadena complementaria present al vector. Aquests vectors, a
meés, asseguren el correcte clonatge direccional de linsert (veure més endavant,
apartat M.3.3, Fig. M.3).

Encebadors per a ADA4h:

directe: 5 GGTATTGAGGGTCGCCGAGAGAAGTTTTTTGGGGACCAAGTTTTGAGG 3’

/

sequéncies complementaries al vector

Y

revers: 5 AGAGGAGAGTTAGAGCCTTACTACTGCAGGTCCTCAATTGTCACTGCG 3

M.2.1.4 Mutagénesi dirigida mitjangant PCR

Variacions de la reaccié de PCR permeten la introduccié d’alguna mutacié a un
DNA que codifica per a una proteina. Un métode recent permet I'amplificacioé de les
dues cadenes del vector sencer alhora que es realitza la mutagénesi, de manera que

s’eliminen els passos de lligacié (Weiner et al., 1994). La clau del procés es troba en el
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disseny de dos encebadors complementaris (un directe i un revers) que alineen amb la
zona on es vol produir la mutacié i contenen el canvi nucleotidic el qual es traduira en
el canvi aminoacidic desitjat. Un exemple sén els encebadors emprats per a la mutacio
de 'aminoacid aspartic 79 d’ADAZ2h a alanina (abreviat D79A):

directe 5’-CTATTCCATCATGATTGAAGCCGTCCAGTAATAGAAGC-3’
revers 5’-AGCTTCTATTACTGGACGGCTTCAATCATGATGGAATAGGC-3

El canvi del codé GAC per GCC produeix el pas d’aspartat a alanina mitjangant

un sol canvi nucleotidic.

Per a la realitzacié d’aquestes reaccions de PCR mutagéniques s’ha emprat el

kit QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis de Stratagene.

Una barreja de PCR conté (segons les instruccions del Manual QuikChange™):

5 ul tampo de reaccio 10x sense MgCl, (Biotools)
2ul MgCl; 50 mM
x ul - DNA motlle (5-50 ng)
y ul ~ 125 ng de cada encebador
10 ul  barreja de nucleotids trifosfat (dNTPs) 1 mM
(30,3-x-2y) ul  aigua bidestil-lada estéril (fins a 50 ul)

Just després de realitzar I'etapa de Hot Start s’afegeixen les polimerases:

2 ul  polimerasa Taq 1 U/ul (Biotools)
0,66 ul polimerasa Pfu 1 U/ul (Biotools)

| s'incuben al termociclador segons el programa:

1 cicle 5min 95°C Hot Start
30s 95°C
~12 cicles 60s * Amplificacio
' plnamiar 72°C
1 cicle 10 min 72°C Extensio final

*La temperatura d’hibridacié depén dels encebadors caracteristics per a cada mutant d’ADA2h, tot i
que en el nostre cas, en tots ells I'dptima era al voltant de 58 °C, temperatura a la qual es va
realitzar aquesta etapa. L'etapa d’extensié a 72 °C en el nostre cas ha tingut una durada de 6

minuts.
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M.2.2 Extracci6 de DNA plasmidic i purificaci6 de DNA procedent de

reaccions de PCR i de bandes de gels d’agarosa.

Per a extreure el vector d’E. coli s’ha utilitzat el kit d’Amersham GFX™ Micro
Plasmid Prep Kit, basat en el métode de la llisi alcalina (Birnboim i Doly, 1979). Per a
purificar tant DNA procedent de reaccions de PCR com de gels d’agarosa s’ha utilitzat
el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit de la mateixa empresa. Aquests

dos kits han permes la obtencié d’'un DNA forga pur, apte per a experiments posteriors.

M.2.3 Digestié amb Dpnl

Un altre fonament important del métode emprat de mutagénesi dirigida per PCR
(Weiner et al., 1994) és l'eliminacié de cadenes parentals, les quals transformarien
més facilment a E. coli degut a que aquests vectors ja es troben estabilitzats.
D’aquesta manera, s’evita la disminucié de l'eficiéncia de transformaciéo del DNA
desitjat.

Les cadenes parentals difereixen de les creades per PCR en la metilacio, ja que
les metilases (els enzims encarregats de la metilacio a la cél-lula) no sén presents a la
reaccid6 de PCR, de manera que les cadenes sintetitzades in vitro no es trobaran
metilades. Es fa us, llavors, de I'enzim de restriccié Dpnl, el qual reconeix i talla DNA
metilat, disminuint significativament la preséncia de DNA parental i permetent un

increment de I'eficiéncia de la transformacié posterior.
A la barreja de reacci6 s’hi afegeix:

20 ul  DNA purificat
2,5l tampd corresponent a aquest enzim 10x
1,5ul  Dpnl 10 U/ul (Roche)
1 ul aigua bidestil-lada estéril
Es deixa incubant 2 hores a 37 °C.
Es convenient realitzar un control on només s’hi afegira DNA parental, el qual

ens donara una idea de I'eficiéncia de tall de Dpnl.
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M.2.4 Produccié d’extrems de cadena senzilla en el clonatge independent

de lligacio

Per a la introduccié d’un insert als vectors independents de lligacio, cal que
aquest insert es trobi acompanyat d’'una sequiéncia complementaria a la del vector en
forma de cadena simple. Degut al procés de la PCR, la seqiiéncia introduida als
encebadors es troba en forma de cadena doble, i per tal, és necessari sotmetre l'insert
a una reaccio amb la DNA polimerasa del fag T4 només en preséncia de dGTP.
L’insert provinent de PCR ha de trobar-se lliure de dNTPs, el més convenient és
purificar la banda corresponent a I'insert d’'un gel d’agarosa. L'insert purificat, a més,
ha de trobar-se en el tampd TlowE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0) per a
assegurar I'éxit de la reaccio.

Aquesta reaccié utilitza l'activitat exonucleasa 3'—»5’ de la T4 DNA polimerasa
per tal de crear els segments de cadena senzilla especifics i complementaris als del

vector LIC.
A la barreja de reaccio s’hi afegeix:

x ul 0,2 pmol producte PCR-LIC en tampd TlowE
2 ul  tampo de T4 DNA polimerasa 10x
2ul dGTP 25 mM
1ul DTT 100 mM
0,4 ul T4 DNA polimerasa a 2,5 U/ul (Novagen)
(14,6-x) ul  aigua bidestil-lada estéril (fins a 20 pl)
Es deixa incubant 30 min a 22 °C; passat aquest temps s’inactiva la polimerasa
incubant-la a 75 °C durant 20 min.
Al final de la reaccid, les sequéncies introduides als encebadors queden en
forma de cadena senzilla, la qual és complementaria als fragments de cadena senzilla

presents al vector.

M.2.5 Hibridacié del Vector LIC amb l'insert corresponent

Els vectors independents de lligacié no requereixen de la preséncia d’una lligasa
per tal d’aconseguir la introduccioé de I'insert dins el vector. Una reacci6 d’hibridacio
entre l'insert i el vector, els quals contenen extrems de cadena senzilla, és suficient per

tal d’obtenir un bon rendiment (veure també apartat M.3.3, Fig. M.3).
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La reaccié d’hibridacio es construeix de la segiient manera:

1 ul  vector pET-30 Xa/LIC
2yl insert LIC tractat amb la T4 DNA polimerasa
(0,02 pmol)

Incubar 5 min a 22 °C i llavors afegir:
1ul EDTA25mM

Incubar una altra vegada 5 min a 22 °C.
El bacteri sera I'encarregat de produir la formacié dels enllagos covalents entre

l'insert i el vector, un cop la construccié hagi estat introduida dins I'organisme hoste.

M.2.6 Introduccidé de DNA forani a cél-lules bacterianes

El vector amb linsert d’interés ha d’ésser introduit dins de bacteris per tal
d’estabilitzar el vector o bé poder obtenir produccié proteica. Hi ha diferents métodes
per aconseguir-ho (conjugacié, transduccié...), perd la més emprada és la
transformacio degut a la seva senzillesa i capacitat d’ésser controlada. Per tal que es
pugui donar a terme aquest procés, han de crear-se uns porus a la paret cel-lular dels

bacteris que permetran I'entrada dels acids nucleics.

M.2.6.1 Preparacio de cél-lules competents d’E. coli

Les cél-lules competents tenen la paret bacteriana debilitada, de manera que la
introducciéo de DNA al seu interior és molt més efectiva. La preparacio es pot realitzar
mitjangant diferents métodes, perd el més emprat és el del CaCl, (clorur calcic)
(Mandel i Higa, 1970):

1. S’agafa una colonia de soca mare d’una placa i es fa un indcul en 5 ml de
medi LB esteéril.

2. S’incuba unes 12 hores a 37 °C i agitacio forta, per a promoure un cultiu
saturat.

3. Es realitza un indcul 1:100 en medi LB i s’incuba en condicions similars a
les del cultiu anterior fins que assolim la fase exponencial del creixement
(DO550 ~ 0,4)

4. Es reparteix el cultiu en 2 tubs de polipropilé estérils i préviament refredats,
i es deixa en un bany de gel uns 15 min com a minim.

5. Es centrifuguen els cultius a 3200 g durant 15 min, i a una temperatura de 4
°C.
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10.

S’elimina el sobrenedant per decantaci6 i s’asseca el precipitat per inversio
durant 10 min.

El precipitat es ressuspén suaument en un volum 1/2 de CaCl, 100 mM
esteéril préviament refredat, i es deixa en gel 1 hora com a minim.

Es centrifuga altre cop en les mateixes condicions i es torna a assecar el
precipitat per inversio.

Es ressuspén el precipitat en un volum 1/20 de CaCl, 100 mM, deixant-ho
un minim d’1 hora en gel.

Es fan aliquotes de 100 ul de les competents, les quals es podran guardar
a -80 °C si s’afegeix glicerol a una concentracio final del 15%.

M.2.6.2 Transformacio de cél-lules competents d’E. coli

La transformaci®6 és un meétode d’introducci® de DNA dins de cél-lules

competents. En aquest cas, s’ha utilitzat el métode del xoc térmic, basat en canvis

bruscs de temperatura que afavoreixen I'entrada de les molécules de DNA.

9.

10.

El protocol seguit ha estat el segtient:
Descongelar una aliquota de cél-lules competents posant-les en un bany de
gel durant uns 20 min aproximadament.
Afegir a I'aliquota uns 50 ng de plasmidi.
Incubar en gel durant 30 min.
Xoc térmic:
- col-locar 2 min en un bany a 42 °C.
- deixar reposar 5 min en gel.

Afegir 1 ml de medi LB i incubar 1 hora a una temperatura de 37 °C i
agitacié suau (inferior a 100 rpm).

Plaguejar 100 pl de la solucié en un medi solid amb un antibidtic o un
marcador apropiat que ens permeti seleccionar els clons que hagin
incorporat el DNA desitjat. Deixar reposar la placa 10 min.

Fer un pols de centrifuga amb la resta de cél-lules tractades amb el xoc
térmic (uns 30 s a 6000 g).

Extreure la quantitat de medi necessaria per a que quedin només 100 ul a
I'eppendorf.

Ressuspendre el pellet en aquests 100 pl.

Plaquejar la totalitat del contingut de I'eppendorf de la mateixa manera que
s’ha fet en el punt 6 (transformacio 10 cops més concentrada).

En aquest protocol es realitzen 2 plaquejades, ja que si a priori no es coneix

I'eficiencia de transformacié per a les condicions utilitzades (soca, vector, estat del

vector en el moment de la transformacié...), podria passar que fent només la primera

plaguejada (punt 6) no s’obtingués cap transformant, o fent només la concentrada
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(punt 10) no es poguessin distingir les coldnies. Si ja s’ha fet una transformacio en les
mateixes condicions, la que menys ens convingui d’ambdues pot ser obviada.

Es recomanable realitzar controls de transformacié, un control negatiu sense
afegir DNA a les cél-lules competents, i un altre de positiu afegint un vector estabilitzat
o bé amb el plasmidi parental (sense la mutacio, en el cas de la mutageénesi dirigida).
Aquest plasmidi parental s’ha utilitzat com a control a la PCR sense afegir-hi
encebadors, i s’ha digerit amb Dpnl. El resultat ens donara una idea de la quantitat de
colonies amb DNA parental a les plaques tranformades amb DNA procedent de PCR

mutagéniques.

M.2.7 Sequienciacié de DNA

La sequienciacio de DNA ha estat realitzat per 'empresa Sistemas Gendmicos
S.L. de Paterna, Valéncia, utilitzant el métode de Sanger (Sanger et al., 1977). Les
mostres que s’envien provenen d’extraccions de DNA com s’ha descrit en el punt
M.2.2.

M.2.8 Transcripcié in vitro de RNA i marcatge radioactiu

La transcripcié in vitro permet obtenir un RNA desitjat d’'una forma rapida,
senzilla i controlable. Per a poder-se dur a terme cal disposar d’'una molécula de DNA
que contingui el promotor de la polimerasa emprada en la reaccié de transcripcid
(veure apartat M.2.1.2). Aquesta reaccid pot ser realitzada en preséncia d’'un nucleotid
marcat radioactivament per tal de visualitzar la molécula de RNA mitjangcant un gel de
poliacrilamida, per exemple. La reaccio s’ha dut a terme segons les instruccions del kit
MEGAshortscript® T7 d’Ambion.

La barreja de reaccidé emprada per a I'obtencié de la sonda de RNA bipolar ha

estat:

1 ul  tampo de transcripcio 10x (Ambion)
0,6 ul barreja de nucleotids ATP, GTP i CTP cadascun a 7,5 mM*
0,6 ul nucleotid UTP a 0,75 mM*
2 ul  nucleodtid [a-*2 PJUTP (40 uCi)* (GE Healthcare)
x ul  DNA motlle (2,5 pmol)
0,7 ul barreja d’enzims T7 (Ambion)
(5,1-x) aigua bidestil-lada esteéril lliure de RNasa (RNase-free) (fins
10 pl)
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*Si no es desitja marcar radioactivament la molécula de RNA (per obtenir una sonda freda, per

exemple), cal afegir la mateixa quantitat de nucledtid UTP que de la resta de nucleotids i obviar

I'addicié d’UTP marcat radioactivarment.

La barreja de reaccidé és incubada durant 2 h a 37°C i posteriorment el DNA és
degradat mitjancant I'addicié d’1ul de DNasa | lliure de RNasa a 10 U/ul, incubant-ho

ara 15 min a 37°C.

S’ha d’anar amb cura al treballar amb RNA i cal utilitzar sempre guants i reactius
liures de RNasa, ja que aquests enzims es troben facilment a les mans de
I'experimentador i a superficies d’objectes, i sén capacos de degradar les molécules

de RNA de manera molt rapida.

Els nucledtids no incorporats poden separar-se de la sonda de RNA marcada
radioactivament mitjancant les columnes Bio-Spin P-30 de Bio-Rad lliures de RNasa.

Tot el treball amb substancies radioactives s’ha realitzat a les instal-lacions de
radioactivitat de la Unitat de Biociéncies del Departament de Bioquimica i Biologia

Molecular.

M.2.9 Electroforesi d’acids nucleics

M.2.9.1 Electroforesi en gels d’agarosa

La separacio de les molécules de DNA en un camp eléctric és possible gracies a
la seva carrega negativa. Aquesta carrega ve determinada pels grups fosfat presents a
'estructura de la macromolécula, els quals es troben en proporcié 1:1 respecte les
bases nitrogenades. D’aquesta manera, la quantitat de carrega és proporcional a la
grandaria de la moléula de DNA.

La majoria de molécules de DNA tenen una grandaria for¢a notable, d’aqui a que
es trobi forgca estandaritzat I's de I'agarosa com a matriu d’aquests gels
electroforétics. L’agarosa és una substancia que genera porus de major grandaria que
la poliacrilamida i aixd la fa més apta per a produir la separacié de molécules d’acid
nucleic. El diametre del porus pot ésser controlat variant la concentracié d’agarosa,
permetent separar més o menys determinades mides de molécules.

Segons el que es vulgui separar, es recomanen certs percentatges d’agarosa
(Sambrook et al., 1989):
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% agarosa Rang de separacio
(p/v) efectiu (kb)
0,7 0,8-10
0,9 05-7
1,2 04-6
2,0 0,1-2

El protocol que se segueix per a cada percentatge, pero, és el mateix:
1. Dissoldre la quantitat d’agarosa corresponent al percentatge d’agarosa que
es vol obtenir en tampd TAE 1x.

2. Escalfar la solucié per a que es dissolgui l'agarosa, la qual cosa
s’aconsegueix quan la solucié pren un color transparent.

3. Quan la solucié d’agarosa esta prou freda (que pugui tocar-se amb la ma),
afegir EtBr (bromur d’etidi) per tal d’assolir-ne una concentracio final de 0,5
ug/ml i abocar 'agarosa a I'espai habilitat per a la polimeritzacio.

4. Un cop solidificat es carreguen les mostres al gel juntament amb el colorant
Orange G 10x i es posa a correr en una cubeta amb tampd TAE 1x a un
voltatge constant d’'uns 75 V.

Composicié dels tampons utilitzats en I'electroforesi d’agarosa:
Tampé de carrega 10x:

50% Gilicerol
punta d’espatula Colorant Orange-G

Aquest tampd conté el colorant Orange-G, el qual migra com una molécula de
DNA d’aproximadament 50 pb i permet monitoritzar el progrés de I'electroforesi.
Tampo d’electroforesi TAE (Tris-acetat EDTA) 50x (1 L):

242 g Tris base
57 ml acid acetic glacial
100 ml EDTA 0,5 M (pH 8)

M.2.9.2 Assajos de canvis de mobilitat electroforetica en gels de

poliacrilamida (Electrophoretic mobility-shift assays, EMSA)

M.2.9.2.1 Preparacié del gel

Les matrius de poliacrilamida s6n més adequades que les d’agarosa per a

resoldre molécules d’acid nucleic petites (menors d’unes 200 pb) ja que I'entramat
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produit pel polimer és molt més dens. El principi de la separacio, empero, és el mateix
per a ambdés tipus de gels.
Els percentatges d’acrilamida, han d’escollir-se segons la mida de les molécules

que es vulguin separar (Sambrook et al., 1989):

% monomer

d’acrilamida Rang de separaci6

efectiu (pb)

(pIV)

3,5 1000 - 2000
5,0 80 - 500
8,0 60 - 400
12,0 40 - 200
15,0 15 - 150
20,0 6 - 100

Tampo d’electroforesi TBE (Tris-borat EDTA) 10x (1 L):
108 g Tris base
55¢g acid boric
40 ml EDTA 0,5 M (pH 8)

La recepta per a la polimeritzacié de quatre gels al 5% d’acrilamida és la que
segueix:
5,8 ml solucio al 30%

d’acrilamida/bisacrilamida 37,5:1
3,5 ml TBE 10x
25,7 ml aigua bidestil-lada
250 ul persulfat amonic al 10%
30 ul TEMED

Un cop la barreja s’ha abocat al motlle electroforétic es deixa reposar fins que

hagi polimeritzat, adquirint forma solida.

M.2.9.2.2 EMSA

Els assajos de canvi de mobilitat electroforética permeten avaluar la possible
unié d’una proteina a un acid nucleic. La unié produeix una reduccié en la carrega neta
negativa de l'acid nucleic, acoblat a un augment de mida, i aquest pateix una
disminucio en la velocitat de migracio en el gel respecte les molécules d’acid nucleic
no unides a proteines. Les mostres han d’ésser incubades amb un tampd d’unid

adequat.

69



Material i Métodes

Composicié del tamp6 d’unio 5x (Tang i Curthoys, 2001):

50 mM HEPES pH 7,4

125 mM acetat potassic
12,5 mM acetat magnésic

2,5% Igepal CA 630

25% glicerol
5 U/ul inhibidor de RNases Superaseln (Ambion)*
5mM DTT*

*Es convenient afegir aquests reactius tot just al final de la preparacié del tampo, degut a la seva

rapida degradacio.

En el present treball s’ha assajat la unid6 d’'una molécula de RNA, anomenada

sonda bipolar, a la proteina ADA4h, seguint el protocol:

1.

Escalfar la sonda de RNA a 95 °C durant 10 min i deixar reposar 5 min en
gel. Aquest pas permet la pérdua de I'estructura secundaria no desitjada de
la sonda de RNA i li permet adquirir la conformacioé correcta.

Incubar durant 20 min a temperatura ambient diferents quantitats de
proteina ADA4h amb 25 fmol de sonda bipolar de RNA radioactiva en
preséncia de tampd d’'unié 1x i un volum de reaccio final de 10 pl.

Substituir en els casos necessaris ADA4h per les proteines control (negatiu,
BSA; positiu, proteina C-cristal-lina de llevat), i afegir quan calgui les
molécules de RNA competidores per a la unié (tRNA de llevat) i la sonda
bipolar freda.

Carregar les mostres al gel amb tampo d’aplicacié d’electroforesi 6x i correr
el gel en tampd TBE 1x aplicant un voltatge constant d’'uns 60-70 V durant
90 min.

Treure el gel de la cubeta i submergir-lo en solucié de fixacié durant 30 min.

Exposar el gel radioactiu amb el sistema Imaging Screen-K de Kodak
durant una nit.

. Visualitzar amb el sistema Personal Molecular Imager de Bio-Rad al

Laboratori d’Analisi i Fotodocumentacid, d’Electroforesis, Autoradiografies i
Luminescéncia de la Universitat Autbonoma de Barcelona.

Tampé d’aplicacio d’electroforesi 6x:

0,5% Blau de bromofenol
80% Glicerol

Solucié de fixacio:
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M.2.10 Determinacioé de la concentracio d’acids nucleics

M.2.10.1 Determinacio espectrofotomeétrica

Consisteix a enregistrar I'espectre d’absorbancia de la regié de 200 a 360 nm.
Una unitat d’absorbancia a 260 nm equival aproximadament a 50 ug/ml de DNA de
doble cadena i a 40 ug/ml de RNA i DNA de cadena senzilla.

La puresa dels acids nucleics es pot valorar amb el coeficient Upg 260/280, que
ha de ser proper a 1,8. Valors inferiors indiquen contaminacié per proteines.

Cal recordar que l'absorbancia del RNA ha d’ésser mesurat amb una cuveta

lliure d’'RNases.

M.2.10.2 Estimacio per electroforesi en gels d’agarosa

Quan es treballa amb quantitats molt petites de DNA, és millor estimar la seva
concentracié a partir de la fluorescéncia emesa per la tinci6 amb EtBr, el qual
s’intercala entre les bases nitrogenades.

Es realitza una electroforesi en gel d’'agarosa i es visualitza per il-luminacié amb
llum ultraviolada. La quantitat de DNA present a la banda de la dissolucié problema
s’estima per comparacié de la seva intensitat amb les bandes corresponents als

marcadors, de concentracié coneguda.

M.2.10.3 Determinacio de la concentraciéo d’un acid nucleic marcat

radioactivament

La concentracié d’'un acid nucleic que ha estat marcat radioactivament pot ésser
calculada mitjangcant comptatge per centelleig, basant-se en el fet que el nucledtid
radioactiu es troba en quantitats limitants. A partir d’aixd es calcula el rendiment
d’incorporacié del nucledtid radioactiu, relacionant la radioactivitat incorporada a la
sonda respecte a la radioactivitat total en comptes per minut (cpm). Posteriorment,
s’aplica el rendiment obtingut com a factor corrector sobre la quantitat de RNA
esperada si s’hagués obtingut un 100% d’incorporacio.

Una petita quantitat de mostra (1 ul) es diposita sobre un tros de paper
Whatman, es deixa assecar i es submergeix en un vial que conté liquid de centelleig.
Seguidament es procedeix a la mesura de cpm mitjangant un comptador de centelleig

LKB Wallac, model 1211 Minibeta que es troba dins de la instal-lacié de radioactivitat.
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M.3 SISTEMA D’EXPRESSIO | PURIFICACIO

M.3.1 Organismes

M.3.1.1 Soques d’Escherichia coli

La soca d’Escherichia coli utilitzada per a I'expressid heterdloga del domini
d’activacié de la procarboxipeptidasa A2 humana (ADA2h) i els seus mutants va ser
XL1-BLUE (Bullock et al., 1987).

Genotip: recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17(rc’,mg"), supE44, relA1, X', lac,
[F' proAB, laclZA M15, Tn10(Tet")]

Es d’especial interés la resisténcia a la tetraciclina, codificada al transpos6 Tn10,
que permet seleccionar la soca enfront possibles contaminacions d’altres soques
utilitzades al laboratori.

La soca utilitzada per a I'expressio d’ADA4h va ser BL21(DE3) (Studier i Moffatt,
1986):

Genotip: F-, ompT, hsdSg(rg-mg-), dem, gal, (DE3) tonA

Aquesta soca resulta molt Gtil degut a les delecions de les proteases ompT i lon,
aixi com al seu doble sistema de control de I'expressié. La soca BL21(DE3) conté el
gen de la RNA polimerasa del fag T7 insertat al seu genoma, sota el control del
promotor de I'operé lac. Aquest sistema, juntament amb la utilitzacié d’'un vector amb
el gen d’interés sota el control del promotor T7, permet la inexisténcia d’expressio en
condicions basals. En abséncia d’inductor, la RNA polimerasa T7 no pot ésser
expressada i, per tant, no es pot donar la transcripcié del gen heteroleg, ja que aquest

nomeés pot ser transcrit mitjangant aquesta RNA polimerasa.

M.3.1.2 Conservacié de soques bacterianes

Les soques bacterianes poden conservar-se en plaques de medi solid durant un
periode no superior a un mes, desades a una temperatura de 4 °C.

Si el que es vol és la conservacié durant llargs periodes de temps, és
recomanable realitzar glicerinats al 15% que ens permetran un manteniment de la
soca durant un minim de dos anys. Amb aquesta finalitat es barregen en un vial de

criocongelacié 750 ul de cultiu saturat amb 250 ul de glicerol al 60% préviament
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esterilitzat per autoclau, col-locant-ho rapidament en gel i congelant-ho el més aviat
possible a -80 °C.

M.3.2 Medis de cultiu de bacteris

Els medis de cultiu de bacteris estan constituits per una série de productes que

aporten els nutrients necessaris i uns factors de seleccio, els antibiotics.

M.3.2.1 Medi liquid

El medi de cultiu utilitzat per al creixement d’E. coli ha estat el Luria-Bertani (LB),
seguint el protocol descrit (Sambrook et al., 1989).
Per a la preparacié d’1 L:

10 g de triptona
5g dextracte de llevat
10g de NaCl
900 ml d’aigua bidestil-lada

S’ajusta el pH a 7 i s’enrasa fins a 1 L amb aigua bidestil-lada. Posteriorment

s’esterilitza mitjancant un cicle d’autoclau.

M.3.2.2 Medi solid

Per a l'aillament de colonies d’E. coli és adequat I'is de plaques amb medi solid.
Se segueix un protocol semblant al medi liquid, ja que conté els mateixos components,
i s’afegeix agar al 15% (p/v), el qual solidifica juntament amb el medi un cop la barreja

ha retornat a temperatura ambient després d’haver-se escalfat.
Per a la preparacio de 500 ml de solucié (20 plaques aproximadament):

Es preparen 500 ml d’LB segons el protocol del punt M.3.2.1.

2. S’afegeixen al medi 7,5 g d’agar i es barreja una mica (no s’aconseguira
una solucié6 homogénia degut a que l'agar és insoluble en medi LB a
aquesta temperatura).

3. S’autoclava el preparat anterior (amb la calor s’homogeneitza I'agar).

Es deixa refredar una mica la solucié i s’afegeix la quantitat desitjada
d’antibiotic si es volen preparar plaques per a seleccionar.

5. Mentre la solucié encara estigui calenta, es reparteix en unes 20 plaques i
es deixa refredar. Es treballa en condicions d’esterilitat.

6. Desar les plaques a 4 °C.
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En aquestes condicions, les plaques es poden mantenir durant un periode

aproximat d’'un mes.

M.3.2.3 Antibiotics

Els antibiotics sén unes substancies quimiques que tenen la capacitat o bé
d’evitar el creixement o bé de produir la mort de bacteris, degut a que interfereixen en
funcions cel-lulars vitals. Algunes proteines bacterianes confereixen resisténcies a
determinats antibidtics, les quals solen trobar-se codificades en gens localitzats a
plasmidis. Els plasmidis emprats en biologia molecular per tal d’'introduir gens foranis a
bacteris contenen també un gen que confereix resisténcia a un antibiotic. D’aquesta
manera, la introduccié d’'un antibidtic al medi de cultiu crea una pressié selectiva
positiva sobre les cél-lules bacterianes que contenen el vector d’interés, degut a que
tenen assegurada la supervivéncia i la proliferacio.

Alguns dels antibiotics més emprats i les seves principals concentracions d’Us

son:

Taula M.1. Principals antibiotics i concentracions de treball. Antibiotics utilitzats en
biologia molecular i en expressié heterdloga de proteines. Extret de Sambrook et al.
(1989). Tots els stocks poden ser guardats a -20 °C en abséncia de llum. *Dissoldre en
etanol 100%. *Dissoldre en etanol 50%.

Antibiotic Concentracio de Mecanisme d’accio
treball (ug/ml)

Ampicil-lina 60 Evita la sintesi de péptidglica
Carbenicil-lina 60 Evita la sintesi de péptidglica
Cloramfenicol* 170 Unid a la subunitat 50s del

ribosoma bacteria, inhibint-lo
Unid a la subunitat 30s del

Kanamicina 50 ribosoma bacteria, inhibint-lo
Streptomicina 50 Unid a la subunitat 30s del

P ribosoma bacteria, inhibint-lo
Tetraciclina® 50 Unié a la subunitat 30s del

ribosoma bacteria, inhibint-lo

L’ampicil-lina ha estat ampliament emprada, perd recentment va perdent terreny
d’us respecte la kanamicina. L’ampicil-lina actua sobre la paret bacteriana, i 'enzim
que en confereix resisténcia, la B-lactamasa, ha d’'ésser excretat al medi per tal
d’anul-lar I'efecte d’aquest antibiotic. La conseqliéncia d’aquest métode de resisténcia
és que cel-lules sense el gen de resisténcia perd properes a d’altres que el posseeixen
sén capaces de sobreviure gracies a la preséncia de I'enzim que degrada I'antibidtic al

medi. D’altra banda, la kanamicina actua a l'interior cel-lular, aixi com I'enzim que en
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confereix resisténcia, i per tant només la supervivéncia dels bacteris que contenen el
gen de resisténcia esta assegurada.

D’entre els antibidtics de la taula M.1, en el present treball s’han utilitzat
principalment 'ampicil-lina i la kanamicina (per a ADA2h en ptz18U i ADA4h en pET30
Xa/LIC, respectivament). Els antibiotics carbenicil-lina i tetraciclina només s’han emprat
en passos en els quals s’ha volgut assegurar la maxima qualitat del procés. Aquests
antibiotics permeten una seleccié de major qualitat per al vector ptz18U (ADA2h), en el
cas de la carbenicil-lina, i per a la soca XL-1-BLUE (ADA2h), en el cas de la
tetraciclina.

Els antibidtics dissolts en aigua s’esterilitzen per filtracié (els dissolts en etanol ja
son estérils) i son addicionats al medi de cultiu esterilitzat per autoclau un cop la seva

temperatura ha disminuit fins a uns 50°C.

M.3.3 Vectors d’expressid

El vector que s’ha usat per a I'expressi6 d’ADA2h ha estat el ptz18U (antiga
Pharmacia) (Mead et al., 1986), un fagsmidi de 2860 pb, el qual permet seleccionar
rapidament els clons que el contenen gracies a la seva resisténcia a I'ampicil-lina,
Amp® (Fig. M.2). Un altre dels seus avantatges és I'elevada quantitat de proteina
expressada, fet comprovat anteriorment amb ADA2h (Villegas et al., 1996; Villegas et
al., 1998; Villegas et al., 2000).

Aquest vector, a més, conté la regié N-terminal de la B-galactosidasa, la qual
permet I'a-complementacio si s'utilitza en una soca adequada, com és XL1-BLUE. L'a-
complementacio es basa en el fet que vector i soca contenen 2 fragments diferents de
la proteina p-galactosidasa, de manera que si aquests coexisteixen en un organisme,
permeten el correcte plegament i la funcié de la proteina mitjangant interaccions no
covalents. El lloc de clonacié mudltiple del vector (multicloning site, MCS) trenca la
continuitat del fragment de la proteina que es troba en aquest, de manera que no pot
expressar-se i s’evita l'activitat de la B-galactosidasa. Si s’afegeix un substrat de la -
galactosidasa que ddna color si és hidrolitzat, X-gal, a aproximadament 0,05 mg/ml, es
pot distingir entre les coldnies d’'una placa que contenen l'insert (blanques) de les que
no el contenen (blaves), seleccionant juntament amb ampicil-lina per seleccionar
préviament només les cél-lules han incorporat el plasmidi.

A més a més, s’ha utilitzat el vector pET-30 Xa/LIC de 5448 pb de la casa
Novagen (Fig. M.2). Aquest vector conté un promotor de T7, el qual només pot ésser

reconegut per la polimerasa T7 codificada a la zona insertada del genoma de la soca
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d’E. coli BL21(DE3), de manera que es disminueixen els nivells d’expressio basal del
gen d’interés en abséncia de I'inductor. A més a més, el promotor del fag T7 és de
naturalesa molt forta i assegura una elevada transcripcid del gen d’interés. El vector
també conté varies seqliéncies traduibles que faciliten la purificacio de la proteina i la
seva deteccidé mitjangant anticossos especifics, com 2 cues d’histidines (HoTag®) i el
péptid de fusié STag™ (Fig. M.3 A). La preséncia de la cua d’histidines en posicié C-
terminal a la proteina traduida podra obtenir-se si no s’introdueix un codd de
finalitzacio posterior a l'insert. De la mateixa manera, aquest vector conté dianes per a
les proteases de plasma trombina i factor Xa, permetent la separacié de la proteina
clonada de les diferents cues. L'Us de la trombina déna com a resultat la proteina
d’interés juntament amb I'STag™ i I'is del factor Xa resulta en la proteina
recombinant amb només la cua d'histidines C-terminal (si I'encebador revers no
contenia el codo stop i I'insert es troba en fase).

Aquest vector es comercialitza obert, amb dos fragments de ssDNA que
flanquegen la regié d’inserciod del gen. S’incorporen, al gen d’interés, les sequéncies
complementaries a les que conté el vector, de manera que es pugui donar la hibridacio
entre vector i insert en aquestes regions, i es permeti la clonacié independent de
ligacié (Aslanidis i de Jong, 1990). Aquesta estratégia permet una gran simplificacio
del procés de clonacid. Aquest vector conté un gen de resisténcia a la kanamicina, per

tal de poder ésser seleccionat.

M.3.4 Induccioé

La inducci6 de I'expressioé dels dominis d’activacié es produeix quan la soca ha
assolit la fase exponencial del creixement, la qual cosa es comprova
espectrofotométricament observant I'absorcié del cultiu a una longitud d’ona de 550
nm fins que aquest arriba a una densitat optica d’aproximadament 0,4. La induccio es
fa amb IPTG, un substrat capag¢ d’'unir-se al repressor /ac, produint I'expressio del/s
gen/s que es trobi/n sota control del promotor /ac. Quan el cultiu es troba en
creixement exponencial s’hi afegeix una relacio 1:1000 d’'IPTG 40 mg/ml sobre el cultiu

(concentracio final a 40 pg/ml, per tant 0,177 mM d’IPTG).
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Figura M.2. Mapa dels vectors d’expressio utilitzats en el present treball. El pTZU18 (A) ha estat utilitzat en I'expressio d’ADA2h i el pET-30 Xa/LIC

(B) en Tlexpressi6 d'ADA4h. Per a [lelaboracid6 d'aquests
(http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/) (Dong et al., 2004).

mapes

s’ha emprat el programa web PlasMapper versi6 2.0
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Figura M.3. Clonatge al vector pET-30 Xa/LIC. (A) Esquema de les opcions de
clonatge del vector pET-30 Xa/LIC i opci6 escollida per a ADA4h. CuacHis, H'Tag®;
Cua-S, S'TagTM; MCS, multicloning site. (B) Estratégia general del clonatge en un
vector LIC.
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M.3.5 Obtencio de I’extracte cel-lular

El primer pas de purificacié de proteina és I'obtencié de I'extracte cel-lular. El
procés de purificacié de proteina varia segons una gran quantitat de factors, com per
exemple:

— propietats de la proteina expressada
— organisme utilitzat
— lloc d’acumulacio de la proteina expressada heterdlogament

En el cas d’ADA2h, s’ha utilitzat un métode descrit préviament (Jiménez et al.,
2003), bé que una mica modificat. ADA2h es localitza intracel-lularment en forma
soluble, de manera que, un cop sintetitzada, aquesta pot recuperar-se facilment, tot i
que caldra separar-la de les nombroses proteines intrinseques d’E. coli. El métode es
basa, sobretot, en el fet que ADA2h és la proteina més petita expressada en quantitats
notables en aquesta soca d’E. coli (amb una massa molecular de 9212 kDa per la
forma WT), amb suficient diferéncia de grandaria respecte les altres com per separar-
la per cromatografia de gel-filtracié en FPLC (fast protein liquid chromatography).

Primerament es realitza una centrifugacié per tal de recuperar les cél-lules del
medi de cultiu (3500 g, 30 min, 4 °C). Les cél-lules es ressuspenen a 4 °C en un tampd
de baixa forga ionica (Tris 10 mM pH 8) i es sotmeten a 4 cicles de congelacié amb
nitrogen liquid seguits de descongelacio a 37 °C. Posteriorment es tracta I'extracte
amb DNasa | a concentracio final 20 ug/ml durant 10 minuts a temperatura ambient i
es torna a centrifugar per tal de separar la part soluble de la cél-lula (48000 g, 60 min,
4 °C), on es troba la nostra proteina, de les parts membranoses.

Per a ADA4h, no obstant, les cél-lules van ressuspendre’s en tampd d’'unio de la
cromatografia d’afinitat (veure M.3.6.2) i es van sotmetre al mateix tractament que
'emprat per a ADA2h, pero es va afegir també Trité X-100 a concentracié final 0,1%
per tal de millorar la disgregacié de les membranes, juntament amb la DNasa |. A més
a més es va incloure un pas de sonicacio (2 cops 1 min seguits de 2 cops 1 min 30s, al
100% de poténcia), emprant la sonda més gruixuda, previ a la separacié de les parts

soluble i membranoses de les cel-lules bacterianes (realitzada igual que per a ADA2h).
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M.3.6 Técniques de cromatografia liquida

M.3.6.1 Cromatografia atmosférica de bescanvi anionic

Les cromatografies atmosfériques pre-empaquetades Sep-pak de Waters tenen
una resoluci6 forga baixa, perd ens permeten separar una certa quantitat de proteines
de la mostra, aixi com d’altres molécules presents a I'extracte (lipids, etc.) de manera
que aquesta pugui ésser sotmesa a una cromatografia més resolutiva. El flux de la
columna pot augmentar-se mitjangant I'acoblament a una bomba peristaltica P-1 de
Pharmacia.

S’ha utilitzat la columna Sep-pak Vac 35 cc Accell™ Plus QMA per a la
purificacié6 d’ADA2h. Es fa servir Tris 50 mM pH 8 per tal d’equilibrar la columna, un
tampod semblant al que es troba a la proteina. Aquest tampd també s’usa per realitzar
un primer rentat de dos volums de columna per a eliminar totes les molécules no
unides a la reina. L'elucié es produeix per augment de la forga ionica, en 3 fases
diferents d’1 volum de columna cadascuna: Tris 50 mM acetat amonic 0,15 M (pH 8),
Tris 50 mM acetat amonic 0,4 M (pH 8) i Tris 50 mM acetat amonic 0,8 M (pH 8). La

proteina elueix a una concentracio d’acetat amonic 0,4 M.

M.3.6.2 Cromatografia atmosféerica d’afinitat amb histidines

La cromatografia d’afinitat amb histidines se serveix de la capacitat de la cadena
lateral d’aquests residus (el grup imidazol) per unir fortament ions metal-lics com el
niquel. D’aquesta manera, la introduccié de 6 residus histidina a un dels extrems de la
proteina assegura una unié forta de la proteina al niquel, el qual pot ser immobilitzat
en columna mitjancant una reina quelant. En el nostre cas, la reina utilitzada ha estat
la Chelating Sepharose Fast-Flow de GE Healthcare, amb una capacitat d’'unio
d’aproximadament 40 mg de proteina amb una cua de 6 histidines per ml de reina. La
cua d’histidines introdueix un fet diferencial respecte a les altres proteines presents al
sistema de produccié, ja que aquestes ultimes, en no tenir un nombre tan gran
d’histidines exposades no podran restar unides a la columna i seran eluides en les
primeres etapes de la cromatografia. Aquesta técnica permet, doncs, obtenir la
proteina de manera quasi pura en tan sols un sol pas. La recuperacié de proteines
unides no especificament a la reina, aixi com la de la propia proteina d’interés es duu

a terme mitjancant I'aplicacié de tampons amb concentracions creixents d’imidazol.
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Per tal de controlar el flux d’aquesta columna s’ha emprat, a ligual que la
cromatografia anterior, una bomba peristaltica P-1.

Un altre dels grans avantatges d’aquesta técnica és la capacitat de donar-se lloc
la uni6 d’afinitat fins i tot en preséncia d’agents caotropics a elevada concentracié, com
la urea. Aixd permet separar primerament la majoria de proteines contaminants de la
d’interés, per tal de que es pugui produir un replegament amb interferéncies minimes.

Aquesta cromatografia ha estat emprada per a la purificacio d’ADA4h amb una
cua d’histidines en posicié N-terminal, a partir de la fraccio soluble.

Els tampons utilitzats per a la cromatografia, tots a un pH de 8, sén:

Tampé de carrega:

50 mM sulfat de niquel

Tampé d’unio:
20 mM Tris- HCI pH 8

0,5M NacCl
5mM imidazol

Tamp6 de rentat:

20 mM Tris - HCI pH 8
0,5M NaCl
60 mM imidazol

Tampé d’elucio:
20 mM Tris - HCIpH 8

0,5M NacCl
1M imidazol

Es important el fet que la mostra ha de trobar-se en tampé d’'unié a I'hora
d’aplicar-la a la columna, per tal que la unié entre la cua d’histidines i el niquel sigui
maxima i disminuir el nombre d’unions inespecifiques al metall.

El protocol sera expressat mitjangant volums de columna, tot i que s'utilitzara el
terme volum amb I'objectiu de simplificar:

1. Netejar bé la reina amb ddH,O per tal d’eliminar totes les restes d’etanol

emprades en la seva conservacio.

2. Aplicar 5 volums de tampé de carrega per immobilitzar el niquel a la reina

quelant.
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3. Equilibrar la columna amb 10 volums de tampé d’unié.

4. Aplicar la mostra en tampé d’unio.

5. Aplicar 15 volums de tampdé d'unié a la columna per tal d’eliminar tota la
mostra que no hagi quedat unida a la reina.

6. Seguidament, es passaran 10 volums de tampo de rentat per a desfer les
possibles unions inespecifiques d’altres proteines amb la reina.

7. Posteriorment, s’aplicaran 10 volums de tampé de rentat-2, amb la mateixa
finalitat que I'anterior (punt 6), perd ara amb condicions més restrictives.

8. Per tal d’eluir la proteina, es realitzara un gradent de 60 mM a 1 M d’imidazol
emprant el tampdé de rentat i el tampé d’elucié. Un cop determinada la
concentracié d’imidazol requerida per a I'elucid de la proteina aquesta pot
ésser emprada posteriorment al rentat. Per a ADA4h ha estat de 300 mM

d’imidazol.

La mostra ha d’ésser sotmesa a dialisi enfront tampd6 d’unid, per tal d’eliminar

I'excés d’'imidazol i tornar a ésser unida a la niquel-sefarosa.

Aquest tipus de cromatografia també pot realitzar-se en batch, col-locant la
quantitat de reina necessaria dins un recipient que pugui ésser aplicat a una
centrifuga, com un tub conic. Les centrifugacions han de realitzar-se a baixa for¢a (50
g), permetent separar la reina del tampé aplicat en cada cas. Aquesta modalitat sol
utilitzar-se quan s’ha de donar la digestid de la proteina de fusié per part d’'una

proteasa especifica, per tal d’eliminar les cues que en faciliten la purificacio.

M.3.6.3 Cromatografia de gel-filtracié d’alta resolucié (FPLC)

En els ultims passos de la purificacié solen emprar-se columnes altament
resolutives que ens permeten, de forma senzilla i rapida, separar la proteina d’interés
de la resta de contaminants. El tipus de cromatografia escollida depén de les
propietats de la proteina que es vol purificar. A la purificacié dels dominis d’activacié
s’aprofita el fet que aquests seran les proteines més petites presents en quantitats
notables al sistema d'expressio, i per aixd s’ha escollit una cromatografia de gel
filtracié de volum d’exclusié molt petit, de manera que la resta de proteines quasi no
entren en el rang de separacio de la columna i elueixen juntes. La columna preparativa
emprada ha estat una HiLoad™ 26/60 Superdex 75 Prep Grade d’Amersham
Biosciences (ara GE Healthcare) per a FPLC (Fast Protein Liquid Cromatography).
L’acoblament de columnes a aquests aparells permet 'automatitzacié del procés, aixi

com la possibilitat de treballar a pressions superiors a I'atmosférica, produint una
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optimitzacié dels fluxos i, per tant, del temps. La mostra ha de concentrar-se
préviament (fins a uns 2 ml), ja que és important en el cas d’aquest tipus de
cromatografia que totes les molécules a separar parteixin del mateix punt, per tal de
minimitzar la difusié. Amb aquesta finalitat s’utilitzen els concentradors per a centrifuga
Amicon Ultra-15 de tamany de porus de 3500 Da de la casa Millipore. S’equilibra la
columna amb 2 volums de tampo fosfat sdédic 50 mM (pH 7), i, un cop carregada la
mostra, s’elueix amb 1 volum del mateix tampoé a un flux de 2 ml/min i una pressio
maxima de 0,5 MPa.

La proteina, un cop eluida, i degut al tipus d’experiments que han de realitzar-se,

convé concentrar-la fins a 2 mg/ml, com a minim, i guardar-la a -80 °C.

M.3.7 Dialisi

Els métodes de dialisi permeten I'extraccié de les sals presents al tampd d’'una
mostra o bé l'intercanvi de tampd. Amb aquesta finalitat s’han utilitzat les membranes
de cel-lulosa Spectra/por 3 de mida d’exclusié de 3500 Da de Spectrum Labs. Per a
dialisis de volums inferiors a 100 ul s’han emprat els mini-dialitzadors Slide-A-Lyzer®
Mini Dialysis Unit, amb la mateixa mida d’exclusid, de la casa Pierce.

Ambdos tipus de dialisis s’han realitzat a 4 °C sota agitacido suau i enfront un

volum de tampo6 de com a minim 500 cops el volum de la mostra durant 6 hores.

M.3.8 Digestié amb factor Xa

El factor Xa és una proteasa capag¢ de reconéixer i tallar especificament una
sequéncia proteica. La diana d’aquesta proteasa sol trobar-se en alguns vectors que
contenen cues (també anomenades fags), permetent la separacié d’aquestes de la
proteina d’interés, al final del seu procés de purificacid. Aixd evita qualsevol
interferéncia que la cua pogués ocasionar en els experiments realitzats amb la
proteina clonada.

La seqliéncia reconeguda pel factor Xa és:
lle — Glu - Gly — Arg¢

després de la qual talla.
Un dels sistemes més adients per al tall i separacid de les cues de fusio

consisteix en immobilitzar la proteina de fusié en la reina d’afinitat corresponent a la
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cua i tractar-la posteriorment amb la proteasa especifica, de manera que la cua restara
unida a la reina i la proteina d’interés eluira.

La reina amb la proteina de fusié immobilitzada es renta amb 10 volums del
tampé de digestio del factor Xa: Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 5 mM, pH 8. La
quantitat de clorur sodic pot ésser augmentada, en principi fins a 500 mM, si es sospita
que la proteina resultant pot ser susceptible d’agregar. Un cop han passat uns 9
volums de columna s’afegeix la quantitat necessaria de factor Xa i s’incuba durant 16 h
a 21 °C. La quantitat de factor Xa dptima pot ésser calculada tenint en compte que 1 U
de factor Xa és capag¢ de digerir 50 ug de proteina de fusiéo en més del 95% en 16 h

d’incubacid a 21 °C.
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M.4 METODES DE PROTEINES

M.4.1 Meétodes d’identificacio i determinacié de massa molecular

M.4.1.1 Electroforesi en SDS (SDS-PAGE)

M.4.1.1.1 Preparacio del gel

El métode electroforétic es basa en la separacio de proteines en aplicar un camp
eléctric extern.

L’electroforesi en preséncia del detergent SDS ha estat una eina ampliament
emprada en I'analisi de proteines. El detergent forma una pel-licula al voltant de la
proteina i en produeix el desplegament, degut a que el SDS té una elevada densitat de
carregues negatives que es repel-len entre elles, i fan adoptar a la proteina la
conformacié on aquestes es troben més allunyades (Shapiro et al., 1967). Amb I'Gs
d’aquest detergent les carregues intrinseques de la proteina queden emmascarades, i,
degut a que la quantitat de detergent unit és proporcional a la grandaria de la molecula
(1,4 g SDS / 1 g proteina), aquestes se separaran en el si del gel segons la seva
massa molecular. L’electroforesi es realitza sobre un suport d’acrilamida, una
substancia que polimeritza gracies a l'addici6 de persulfat amonic i N,N,N’,N’-
tetrametilé diami (TEMED) creant una malla bidimensional amb porus de diametre
controlable, segons el percentatge d’acrilamida utilitzat.

El métode discontinu és segurament el més emprat actualment (Laemmli, 1970).
Aquest procediment es basa en un gel per a l'electroforesi format per dues fases

(anomenades normalment gels) amb percentatges d’acrilamida i pH diferents:

- gel concentrador: Forma un entramat for¢a lax, amb un percentatge

d’acrilamida al voltant del 5% i un pH inferior al del gel separador.
Aquest gel permet la concentraci6 de la mostra carregada,
proporcionant un punt de partida igual per a totes les proteines en entrar

al gel separador.

- gel separador: amb percentatge d’acrilamida variable. En aquest gel es

donara la separacio de les molécules segons el seva massa molecular.

85



Material i Métodes

Per a la preparacio dels gels, s’utilitzen 3 solucions diferents:

solucio A 40% Acrilamida/bisacrilamida 37,5:1
solucio B Tris-HCI 1,5 M SDS 0,4% (pH 8,8)
solucio C  Tris-HCI 0,46 M SDS 0,4% (pH 6,8)

Aquestes solucions son valides per a la preparacié de gairebé qualsevol gel en

dues fases, amb diferents percentatges d’acrilamida per al gel separador.

Per a preparar un parell de gels al 15% d’acrilamida:

4 3,75 ml solucio A
2,5ml solucié B
gel separador < 3,75 ml aigua bidestil-lada
40 pul persulfat amonic 10%
L 10 ul TEMED
( 0,45 ml solucié A
1 ml solucié C
gel concentrador < 2,55 ml aigua bidestil-lada
44,4 ul persulfat amonic 10%
. 4 ul TEMED

Les mostres es carreguen en el gel amb tampdé d’aplicacié d’electroforesi 3x,
després de ser tractades 5 min a 95-100 °C per tal de desplegar completament les

cadenes polopeptidiques i permetre la unié homogeénia del SDS:

Tris 180 mM
Glicerol 30%
SDS 9%

Blau de bromofenol 0.3%
B-mercaptoetanol 15% (no convé afegir-lo a una solucié stock,

ja que sol evaporar-se amb relativa
rapidesa)
Un cop preparat el gel, aquest es col-loca en una cubeta adient, aplicant-li un
amperatge constant de 20 mA/gel, i es deixa fins que el front del colorant del tampd
d’aplicacié hagi desaparegut per la part inferior del gel. Es retira llavors el gel de la

cubeta i es disposa a la seva tincio.
M.4.1.1.2 Tincié i destincio6 del gel

Els gels d’acrilamida es tenyeixen utilitzant el colorant blau de Coomassie

(Coomassie-Blue).
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El tampd de tincié conté:

45% metanol
45% aigua destil-lada
10% acid acétic

Sobre la qual s’afegeix:

0,2% (p/v) Colorant Coomassie Brilliant Blue

El gel es collloca en un recipient adequat i s’hi aboca la solucié de tincio,
deixant-lo en agitacié suau una estona fins que el gel adopti una tonalitat blavosa.
Aquest colorant té un limit de deteccio de 0,3 — 1 ug de proteina.

La destincio dels gels es realitza mitjangant I'is d’acid aceétic al 10%, deixant-lo

en aquesta solucio el temps necessari per a una bona apreciacio de les bandes.

M.4.1.2 Espectrometria de masses MALDI-TOF

L’espectrometria de masses MALDI-TOF (matrix assisted laser
desorption/ionisation - time of flight) és una técnica que ens permet la determinacié de
la massa molecular d’'una proteina, aixi com la identificacié d’'una proteina de massa
molecular coneguda entre una barreja de diferents proteines.

La mostra a analitzar ha de barrejar-se amb una matriu, generalment un acid
organic debil, com pot ser I'acid sinapinic, a una relacid molar mostra/matriu d’entre
100:1 a 50000:1. Un cop la mostra s’ha assecat pot introduir-se dins de
'espectrometre de masses, on majortiariament la matriu rebra I'energia d’un laser,
produint-ne I'evaporacio i, per tant, la transferéncia de la mostra a la fase gasosa. La
matriu actua, a més, com a agent protonant afavorint la ionitzacié de la mostra amb la
qual esta mesclada, perd evitant-ne la fragmentacio. Les molécules seran accelerades
en un camp eléctric i arribaran al detector de temps de vol (TOF) segons la seva
relaci6 massa/carrega (m/z). La placa de suport de la mostra pot ser també de
diferents materials, utilitzant-se principalment en aquest treball la polished steel (acer
polit). Les mostres han estat analitzades amb un espectrometre de masses Bruker

model Ultraflex al Servei de Protedmica i Bioinformatica de I'IBB.

M.4.2 Determinacio de la concentracié de proteina
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M.4.2.1 Métodes espectrofotometrics

M.4.2.1.1 Absorbancia d’aromatics

La determinacioé espectrofotométrica de la concentracié de proteina és una de
les més acurades i més facils d’utilitzar. Tot i que es poden utilitzar reactius que

treballen a longituds d’ona corresponents a I'espectre del visible (com el reactiu de
Bradford), coneixent el coeficient d’extincid molar de la proteina (€) a la longitud d’ona

de maxima absorbancia per part dels aminoacids aromatics, es pot determinar la
concentracié d’aquesta en una solucié on es trobi pura, mitjangant la llei de Lambert-

Beer:

Azgo
C= (férmula 2)
€280 ° |

on C és la concentracié de proteina a la mostra, Azg €s la mesura d’absorbancia

a 280 nm de la mostra problema i | és el pas de llum de la cubeta emprada, en cm.

€ es pot calcular pel métode descrit per (Gill i von Hippel, 1989) a 280 nm,

mesurant la mostra en condicions natives i desnaturalitzades (amb un agent caotropic,

com la urea o el clorur de guanidini) a 280 nm i substituint a la formula:

Anativa, 280

€experimental, 280 =  Eteoric, 280 " (férmula 3)

Adesnaturalitzada, 280

Si es vol obtenir un resultat més acurat, abans d’aplicar la llei de Lambert-Beer
es pot mesurar i restar el valor d’'Asx al de Azg ja que el primer es correspon a la
dispersié de la llum deguda a la terbolesa de la solucid, i el calcul de la diferéncia
permet eliminar la seva contribucié a I'espectre.

Per a ADA2h els coeficients d’extincio molar sén (Villegas et al., 1995):

g20" = 7062,32 u.a. - M- cm”

€280>1%=0,78 u.a. - mg/ml”" - cm™’

M.4.2.1.2 Métode colorimeétric de Bradford

El métode de Bradford (Bradford, 1976) s'utilitza per a la quantificacié de
proteines en dissolucié. Aquest métode esta basat en la interaccid del reactiu de

Bradford, el qual conté blau de Coomassie, amb I'enllag peptidic de les proteines.
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El protocol emprat ha estat el seglent:

1. Realitzar una série de dilucions amb albimina de sérum bovi (BSA), amb
concentracions creixents de proteina compreses entre 0 i 100 ug/ml, i
aplicar-ne 200 pl en tubs eppendorf.

2. Aplicar 200 pl de diverses dilucions de la nostra proteina, també en tubs
eppendorf.

3. Afegir a cada eppendorf, de manera ordenada, 800 ul de reactiu de Bradford
(Bio-Rad), diluit préviament 4 vegades amb aigua destil-lada.

4. Llegir 'absorbancia a 595 nm amb un espectrefotdmetre, emprant el mateix
ordre amb el que ha estat afegit el reactiu, i entre 10 i 60 minuts després de
l'inici de la reaccio.

Aquest protocol pot ésser modificat per a permetre la lectura en plaques

multipouet.

M.4.2.2 Métode electroforeétic

Una altra manera de conéixer la concentracié de proteina (també es podria
aplicar en el cas de DNA) és el métode electroforétic, el qual pot ser util per a
determinar concentracions de la nostra proteina en una barreja que en conté d’altres,
prévia separacio6 electroforética.

El metode es basa en la densitometria de bandes, de manera que es realitzaran
comparacions de les bandes problema entre elles, per a conéixer-ne la concentracio
relativa, o bé la comparacié amb una banda patrd, la qual cosa implica la introduccié a
I'electroforesi d’'una solucié que contingui la proteina d’interés a concentracio
coneguda. La densitometria, en aquest cas, s’ha dut a terme amb l'aparell GS-700
Imaging Densitometer de Bio-Rad al Laboratori d’Analisi i Fotodocumentacio,
d’Electroforesis, Autoradiografies i Luminescéncia de la Universitat Autonoma de

Barcelona.

M.4.3 Dicroisme Circular

El dicroisme circular (CD) és una técnica forgca completa, que permet tant
I'analisi de I'estructura secundaria (emprant longituds d’ona que pertanyin a 'ultraviolat

llunya), com d’estructura terciaria (amb longituds d’ona de l'ultraviolat proper).
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El dicroisme circular és una técnica espectroscopica fonamentada en la llum
polaritzada circularment, la qual incideix sobre la mostra. La proteina absorbeix
aquesta llum i la desvia un cert angle segons la seva estructura.

Una de les principals caracteristiques de les fibres amiloides és el seu alt
contingut en estructura secundaria-B, la qual cosa fa que el CD llunya sigui una eina
valuosa per a I'analisi d’aquests tipus d’agregats.

S’han realitzat uns experiments seguint una serie de protocols que van posar-se

a punt amb el CD, un Jasco J-710.

M.4.3.1 Espectre llunya de CD

Els espectres llunyans de CD soén utils per a tenir una visié global del plegament
secundari de la proteina, i observar-ne, per tant, canvis de conformacio.

D’especial importancia és la comprovacié abans de fer I'espectre, de que el
voltatge de la longitud d’ona inferior no excedeix els 600 V, ja que a partir d’'aquests
valors les mesures no es poden considerar fiables. Si el voltatge és superior, es pot
optar per utilitzar una cubeta de pas de llum inferior, augmentar la longitud d’ona
inferior de I'espectre o bé augmentar 'ample de banda fins a uns 4-8 nm. A la majoria
dels casos aquest fet no es pot conéixer a priori, i el que cal és provar diferents
condicions fins a trobar el voltatge optim per a tenir un bon senyal. També es molt
importat el tampé que s'utilitza, en aquest cas fosfat 50 mM (pH 7 i pH 2), i glicina 25
mM (pH 3), ja que son tampons de baixa absorcio en I'espectre llunya.

Els espectres s’han realitzat a una resolucié de 0,1 nm, un ample de banda d’1
nm, resposta d’1 s i una velocitat de 100 nm/s. S’han acumulat 20 espectres en els
experiments de fibril-laci6 a 2 concentracions d’ADA2h i 10 en el cas de
comprovacions de conformacié de les cinétiques de canvi de conformacio.

Si es vol coneixer la contribucid relativa de cada estructura secundaria a
'espectre de CD s’ha de fer una deconvolucié, mitjangant algun dels programes
informatics disponibles a servidors, com DICHROWEB

(http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html).

M.4.3.2 Perfils térmics

Els perfils termics de CD llunya permeten I'observacio de I'evolucio de I'espectre
complert o d’'un punt de I'espectre d’'una proteina enfront la temperatura, podent-se
relacionar amb els canvis produits en I'estructura secundaria. Sol ésser molt emprat en

les desnaturalitzacions térmiques, tot i que en el nostre cas ha estat utilitzat per tal de
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trobar la temperatura minima on tots els mutants d’ADA2h es trobessin en el mateix

grau de desplegament.

El protocol és forga semblant al de la cinética enfront de temps:

1.

o kN

© © N o

Dissoldre la proteina en urea 8 M fins a obtenir una concentracié de
proteina 40 uM i 4 M d’urea en tampo fosfat sodic 50 mM pH 7.

Col-locar la solucié en una cubeta de pas de llum de 0,1 cm.
Termostatitzar durant 5 minuts la mostra a 25 °C.
Realitzar un espectre inicial, entre 250 i 210 nm.

Seguir l'el-lipticitat a 215 nm entre 25 °C i 98 °C, a 40 °C/h, una
resolucié de 0,2 °C i una resposta de 8 s.

Un cop assolida la temperatura desitjada, mantenir-la 10 min.
Adquirir un espectre com al punt 4.
Retornar a 25 °C, amb els mateixos parametres que al punt 5.

Realitzar un espectre final per a observar-ne la conformacié.

M.4.3.3 Stopped-flow

L’stopped-flow és un aparell que permet la mesura de cinétiques rapides, que es

produeixen en una escala de temps comparable al temps de mescla d’'un experiment

convencional. L’stopped-flow utilitzat ha estat un PiStar-180 de I'empresa Applied

Photophysics, el qual té integrat un detector que permet processar el senyal de

dicroisme circular, a més d’un altre detector de fluorescéncia.

La barreja es produeix mitjangant la injecci6 de la mostra de la proteina

desnaturalitzada i el desencadenant de la cinética sobre el mateix lloc de deteccio, de

manera que es pot iniciar I'adquisicié de dades instantaniament. Aixd assegura que els

primers moments de la cinética siguin també registrats.

El programari de I'aparell permet I'analisi de les dades obtingudes.
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El protocol seguit ha estat el segtient:

1. Dissoldre la proteina en urea 8 M fins a obtenir una concentracié 44 uM
de proteina i 4 M d’'urea en fosfat sodic 75 mM (pH 7) per partir d’'un
estat desnaturalitzat.

2. Preparar una solucié HCl a 0,85 N en urea 4 M.

3. Col‘locar la solucié del punt 1 en la xeringa de 2,5 ml i la del punt 2 en
una de 250 pl del sistema d’injeccié de I'stopped-flow.

4. Emplenar tot el sistema amb la mostra per assegurar que quan
realitzem la injeccio s’injecti el que es desitja.

5. Termostatitzar durant 5 min a 60 °C (temperatura a la qual es va
comprovar que ADA2h es trovaba desplegada en preséncia de 4 M
d’'urea).

6. Injectar un volum de 100 pl totals i adquirir la cinética a 220 nm durant
uns 100 s, mesurant 2000 punts i acumulant 10 injeccions per tal de
reduir el soroll. L'adquisici6 no es va poder realitzar a 215 nm per
problemes de saturacido de l'aparell. Es va utilitzar una amplada de
banda de 8 nm per tal de minimitzar aquests problemes.

7. Adquisicio d'un espectre final per a comprovar si s’ha produit un canvi
en la conformacié de la proteina.
Seguint aquest protocol, la concentracio final de proteina, al donar-se la injeccié,
sera de 40 uM, i la d’'urea, 4 M, de manera que les condicions seran molt semblants a
les de [I'experiment de dicroisme circular anterior realitzat amb un dicrograf

convencional.

M.4.4 Espectroscopia d’absorcié d’infraroig amb Transformada de

Fourier

L’espectroscopia d’infraroig és una técnica ampliament utilitzada en I'obtencio
d’'informacié sobre I'estructura secundaria proteica, tot i que pot ser emprada també
per a I'analisi d’'altres molécules. Aquesta técnica es basa en el fet que I'absorcio de
llum infraroja per part de la mostra depén de la vibracié dels enllagos que la formen.
En el cas de les proteines, la zona de I'espectre de linfraroig més utilitzada és la
compresa entre els nimeros d’ona 1700 i 1600 cm™, corresponents a la forma de
vibracié | de I'enllag amida.

L’espectroscopia d’infraroig requereix d’'una elevada concentracié de proteina
per tal que la relacio senyal / soroll sigui suficientment elevada i, per tant, significativa.

A més a més, és forca recomanable I'Us d’aigua deuterada (D,O) en les mostres, ja
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que la banda corresponent a la vibracié de I'enllag O-H de I'aigua emmascara la zona
d’absorcié de I'enllag amida, evitant la visualitzacié de les conformacions proteiques.
Per a l'estudi de l'agregacié amiloide d’ADA2h a partir de I'estat natiu es va
dialitzar durant tota la nit la proteina a concentracié 544 uM (5 mg/ml) enfront tampo
Glicina pD 3. Posteriorment, la mostra es va col-locar dins d’'una cella definida per
dues finestres separades per 50 um. Es va realitzar una rampa de temperatura de 20
°C a 90 °C en 10 min i posteriorment la temperatura va ésser mantinguda a 90 °C
durant 30 min. Es van adquirir espectres amb una resolucié nominal de 2 cm™ fins que
aquests van comencar a evidenciar la deshidratacid de la mostra. Paral-lelament es
van dur a terme espectres de vapor i cinétiques de referéncia que només contenien el
tampdé on la mostra es trobava dissolta, i van ser restats durant el tractament
matematic de les dades amb el programa RAMOPN. Les deconvolucions i les arees
van ésser calculades amb el mateix programa, i les correlacions 2-D i 3-D van ésser

realitzades amb el programa Matlab versi6 7.0.

M.4.5 Microscopia electronica de transmissié

La microscopia electronica ens permet magnificar objectes fins a 1 milié de
vegades amb un limit de resolucié d'uns 2 nm. Aquesta gran magnificacio
s’aconsegueix emprant un feix d’electrons. Aquest feix és modulat mitjangant una série
de lents electromagnétiques, de manera que aquest incideixi sobre la mostra que es
vol visualitzar. Alguns electrons seran capagos d’atravessar la mostra donant-ne una
imatge augmentada. Tot el sistema ha de trobar-se en el buit, per tal que els electrons
no col-lisionin amb les molécules d’aire i siguin, per tant, desviats.

Les mostres es preparen sobre reixetes de coure recobertes d’'una capa de
carboni, les quals han estat tractades amb un aparell de descarrega luminica (glow-
discharge) per tal d’eliminar-ne el caracter hidrofobic i permetre la correcta distribucio
de la mostra. Un cop realitzat aquest tractament, les reixetes han d’acabar de
preparar-se abans de 30 minuts, ja que passat aquest temps, els efectes de la

descarrega luminica desapareixen.
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En el present treball hem utilitzat la tincié negativa per a la visualitzacio de fibres
amiloides, seguint el protocol de Lopez De La Paz et al. (2002):
1. Realitzar dilucions de la mostra tot just abans d’aplicar-la a la reixeta,

per tal de poder observar les estructures d’interés en condicions
optimes.

2. De manera rapida aplicar 5 pl de la dilucié sobre la capa de carboni de
les reixetes de microscopia. Es important la rapidesa d’aquesta etapa,
sobretot quan es volen observar estructures susceptibles d’ésser
dissoltes en diluir.

3. L’excés de mostra es retira amb una tira de paper Whatman tallada molt
fina. Es important que el paper no toqui la capa de carboni de la reixeta.

4. Agafant la reixeta amb unes pinces i invertint-la, es posa en contacte
suaument amb una gota d’uns 10 ul d’acetat d’uranil a I'1%, al qual s’ha
eliminat el producte no dissolt mitjangant un filtre de 0,22 um. Es manté
la reixeta en aquesta posicid durant uns 20 - 30 s, tot realitzant
moviments circulars per tal que tota la mostra quedi el més
uniformement tenyida.

5. L’excés d’acetat d'uranil és retirat amb una mica de paper Whatman de
la mateixa manera que al punt 3.

6. La mostra es deixa assecar i pot ser visualitzada immediatament o bé
guardada en condicions de buit per a ésser utilitzada més endavant.

Complementariament, es poden incorporar rentats amb aigua ddH,O per tal de
netejar la mostra o eliminar I'excés d’acetat d’uranil.

Les mostres han estat analitzades mitjangant un microscopi electronic de
transmissio Philips Morgagni a 'TEMBL i un Microscopi Hitachi, model H-7000 al Servei

de Microscopia de la Universitat Autbnoma de Barcelona.
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M.5 METODES BIOINFORMATICS

M.5.1 Eina de cerca d’homologia: Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST i PSI-BLAST)

BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cqi) és un programa de lliure

accés de la xarxa el qual permet la cerca de similituds entre les seqléncies
nucleotidiques o aminoacidiques desitjades i les bases de dades disponibles a la
xarxa. A partir de la comparacié entre sequéncies, el programa assigna un valor
anomenat E (E-value) segons el grau de similitud entre aquestes. A menor valor E,
major similitud entre seqliéncies. A més del valor E, el programa permet la
visualitzacio dels aliniaments obtinguts entre la seqiéncia problema i cada una de les
sequéncies identificades com a similars per part del programa.

BLAST té diferents variants que poden ser emprades depenent de les
sequéncies de partida i de I'analisi concret que es vol realitzar. A més a més, cada
variant té una série d’opcions que permeten millorar 'adaptacié de la cerca a les
condicions concretes per a cada cas. Una de les variants més importants de BLAST és
PSI-BLAST (Position specific iterative BLAST) (Altschul et al., 1997), el qual permet la
cerca d’homologies més remotes que mitjangant BLAST.

Per a la cerca d’homologies remotes per al domini d’activaci6 de la
procarboxipeptidasa humana A4 (ADA4h) s’ha utilitzat aquesta ultima variant (PSI-
BLAST), mitjancant el suport Linux, el qual permet augmentar el ventall d’opcions
disponibles del programa respecte la versié web. En aquest cas, primerament s’ha
realitzat una cerca de PSI-BLAST sobre la base de dades Uniprot (Bairoch et al.,
2005), emprant una sola iteracid, i augmentant el valor E fins a 5,0 per tal de permetre
la incorporacié de seqliéncies més remotes. La matriu obtinguda amb aquesta recerca
va ser llavors introduida en la seglient cerca, ara amb el valor E restablert a 3,0.
Ambdues cerques van realitzar-se emprant un filtre per tal d’evitar la preséncia de
carboxipeptidases en els resultats, ja que no permetien la obtencié de nova informacio,
a més de filtres que evitaven l'obtencid de proteines amb funcié hipotética (no

demostrada) o desconeguda.
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M.5.2 Eina de superposicié d’estructures terciaries: Structural Alignment
of Multiple Proteins (STAMP)

STAMP és també un programari lliure que realitza la comparacié d’estructures
terciaries entre dues o més proteines, utilitzant les coordenades dels seus carbonis-a
(Russell i Barton, 1992) que obté dels arxius pdb d’aquestes. STAMP produeix un
seguit de comparacions estructurals, i proporciona a l'usuari la que té el menor valor
de desviacié (rmsd, root mean square deviation) entre les estructures donades, és a
dir el millor encaix entre les estructures. A més a mes, aquest programa permet la
generaci6 de fitxers PDB que permeten la visualitzacié de la superposicio.

Aquest programa ha estat emprat en la present tesi per tal d’evaluar la similitud
entre les estructures terciaries d’ADA4h (codi pdb: 2boa) i una proteina similar a
'obtinguda mitjancant I'analisi de PSI-BLAST (U1A; codi pdb: 1m5k). La generacio
d’'un arxiu PDB de la superposicié ha permés, a més a més, la visualitzacio dels
possibles llocs d’interaccié entre ADA4h i I'estructura d’RNA que es trobava unida a
U1A.
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1.1 SUMMARY

Understanding the initial steps of protein aggregation leading to the formation of
amyloid fibrils remains a challenge. Here, the kinetics of such a process is determined
for a misfolding protein model, ADA2h. The double nature of the very early kinetics
suggests a step model of aggregation, where the denatured polypeptide folds into an
aggregated B-intermediate that subsequently reorganises into a more organised (-
sheet-richer structure that finally results in amyloid fibre formation. To determine the
regions of the protein involved in amyloidosis, we have analysed a series of mutants
previously made to study ADA2h folding. Using the algorithm TANGO, we have
designed mutants that should enhance or decrease aggregation. Experimental analysis
of the mutants shows that the C terminus of the molecule (comprising the last and edge
B-strand) is the major contributor to amyloid fibril formation, in good agreement with
theoretical predictions. Comparison with proteins with similar topology reveals that
family folds do not necessarily share the same principles of protein folding and/or

aggregation.
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1.2 INTRODUCTION

Amyloidoses are an increasing set of conformational diseases, including
Alzheimer's disease and transmissible spongiform encephalopathies, associated with
the occurrence of highly ordered protein aggregates in different tissues (Dobson, 1999;
Rochet i Lansbury, 2000; Dobson, 2001). In the last decade, proteins apparently
unrelated to any known disease have been found to convert into amyloid fibrils in vitro,
showing all the physicochemical characteristics of those related to diseases (Guijarro
et al., 1998; Konno et al., 1999; Villegas et al., 2000; Fandrich et al., 2001). Nowadays,
it is apparent that the ability to form amyloid fibrils is a general property of polypeptide
chains (Dobson, 1999; Dobson, 2001), modulated by the nature of the side-chains and
the charge (Lopez De La Paz, et al., 2002; Chiti et al., 2003; Lépez de la Paz i Serrano,
2004). It has been described recently that the cellular toxicity produced by amyloid
aggregates of proteins related specifically to neurodegenerative diseases is
reproduced, to a similar extent, by proteins unrelated to diseases (Stefani, 2003;
Stefani & Dobson, 2003). It is important to note that early specific aggregates, more
than mature amyloid fibrils, seem to account for amyloid-induced cell death and the
subsequent degeneration of the central nervous system in neurodegenerative diseases
(Goldberg & Lansbury, 2000; Bucciantini et al., 2002; Walsh et al., 2002; Caughey &
Lansbury, 2003; Selkoe, 2003). Hence, understanding the initial steps of the process
leading to the formation of amyloid fibrils is a challenge. The use of protein models
from which detailed folding and stability studies are available is a crucial step in
resolving general rules underlying the molecular basis of amyloid-based diseases. For
the sake of clarity, it is important to differentiate B-sheet aggregation from amyloid
aggregation. The former does not produce toxic aggregates and results in the
deposition of amorphous material, while the latter produces small toxic aggregates and,
at the end of the process, results in the deposition of fibrillar material (Pastor et al.,
2008). While both processes share the formation of extensive B-sheet structure, not all
aggregates will result in amyloid formation (Lopez de la Paz et al., 2005). Studies of 3-
sheet aggregation processes have led to the development of different algorithms that
predict the effect of sequence variation on B-sheet aggregation (Chiti et al., 2003;
DuBay et al., 2004; Fernandez-Escamilla et al., 2004; Linding et al., 2004; Pawar et al.,
2005). Also, studies on a series of peptide variants have produced a sequence
fingerprint that picks up short sequence stretches that have a tendency to form amyloid
fibrils (Lopez de la Paz & Serrano, 2004; Lépez de la Paz et al., 2005). In fact, recent

evidence supports the idea that the amyloid formation process can be triggered by
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short stretches of amino acid residues in the protein. (Ventura et al., 2004; Esteras-
Chopo et al., 2005).

So far, theoretical predictions of the effect of point mutations on the aggregation
tendency of a protein have been made for few proteins (Chiti et al., 2003; Fernandez-
Escamilla et al., 2004; Linding et al., 2004). To validate their utility, it is important to test
them on more model proteins. In this work, we have chosen as target protein the
activation domain of human procarboxypeptidase A2, ADA2h, which forms amyloid
fibrils in vitro under certain experimental conditions (Villegas et al., 2000) and its folding
pathway driving to the native state has been characterised extensively (Villegas et al.,
1995; Villegas et al., 1996; Viguera et al., 1997; Villegas et al., 1998; Fernandez et al.,
2000; Villanueva et al., 2000; Villanueva et al., 2002; Villanueva et al., 2003). This 81-
residue domain folds into two a-helices packing against a four-stranded B-sheet, as
derived from the crystal structure of the complete proenzyme (Garcia-Saez et al.,
1997), and from the NMR structure (Jiménez et al., 2003). The comparison of both
structures shows a slight destabilisation of B-strand 2 in the isolated domain due to the
lack of specific contacts within the enzyme moiety. Its folding pathway at neutral pH
follows a two-state model (Villegas et al., 1995), and a transition state nucleated by the
central B-strands (B1 and B3) and a part of a-helix 2 (Villegas et al., 1998). We have
stated that the rational redesign of the a-helices of ADA2h by introducing favourable
local interactions stabilising the native fold (Villegas et al., 1996; Viguera et al., 1997) is
a strategy to preclude amyloid fibril formation, with subsequent application in gene
therapy (Villegas et al., 2000).

Here, we have performed a systematic analysis of the aggregation rates of about
30 mutants of ADA2h, and compared these experimental results with TANGO
(Fernandez-Escamilla et al., 2004; Linding et al., 2004), and with other theoretical
approaches (Chiti et al., 2003; DuBay et al., 2004; Pawar et al., 2005). The regions
susceptible to B-aggregation, as predicted by TANGO, have been synthesised and
characterised in vitro. The extremely fast kinetics of aggregation from the denatured
state of this domain and its variants has required stopped-flow measurements, and
constitutes a description of the very initial steps of protein aggregation leading to the
formation of amyloid fibrils. The results are discussed on the light of the detailed

information available for this domain and other amyloidogenic polypeptides.
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1.3 MATERIALS AND METHODS

1.3.1  Materials

ADA2h variants were expressed in Escherichia coli strain BL21(DE3). Urea and
all other reagents were purchased from Sigma-Aldrich. Peptides were synthesized by
Thermo Electron Company and oligonucleotides were synthesized by Roche Molecular

Biochemicals. Dialysis membranes were obtained from Spectrum Laboratories Inc.

1.3.2 TANGO prediction and design of new mutants

The online software TANGO was used for the design of new mutations: T6V,
Q11K, K63A, E67K, Q69E, Y73F, S74K, E78A, E78K, D79A and D79K.

1.3.3 Mutagenesis, expression and purification

Mutagenesis was carried out with the QuikChange protocol (Stratagene) with a
modified pTZ18U vector as a template (Bruix et al., 1993). Expression and purification
of said mutants were realized by improving the cell disruption of a previously described
method (Villegas et al., 1998). The protein was extracted from the cells with four
freeze/thaw cycles and DNA viscosity was eliminated adding Sigma DNase | to the cell
extract at a final concentration of 20 pg/ml. Design of peptides Based on Fig. 1.1, four
peptides corresponding to the aggregation-prone regions were designed: Peptide 1
spans residues 2-11 (RSLETFVGDAQ), peptide 2 spans residues 54-64
(VPFVNVQAVKY), peptide 3 spans residues 62-71 (VKVFLESQGI) and peptide 4
spans residues 69-79 (QGIAYSIMIE). The peptides were synthesised protected at

both ends (with Ac at the N terminus and Am at the C terminus).

1.3.4 Far-UV circular dichroism

For peptides, the lyophilised powder was made to 500 pM with 7.5 mM sodium
phosphate (pH 2.0), 0.01% (v/v) trifluoroacetic acid, stirred overnight at room

temperature, then centrifuged at 11000 g to remove insoluble particles. The
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supernatant was analysed immediately by far-UV CD in a Jasco J-715
spectrophotopolarimeter using a 0.1 cm path length. A 1:10 (v/v) dilution of these
supernatants was analysed using a 1 cm path length quartz cuvette. Measurements
were averaged for 20 scans recorded at 100 nm min~". For protein variants, different
concentrations (20 uM, 40 uM, 60 uM, and 200 uM) were assayed in a Jasco J-715
spectrophotopolarimeter in appropriate path length cuvettes. In the study of
aggregation from the native state, the proteins were recorded initially in 50 mM sodium
phosphate (pH 7.0) at 25 °C. Then, concentrated samples (2 mg/ml) were dialysed
overnight against 25 mM glycine (pH 3.0) at 4 °C, made to 20 yM and 200 uM with the
dialysis buffer, and heated at 95 °C for 15 min in order to favour acquisition of the -
conformation (Villegas et al.,, 2000). Measurements were averaged for 20 scans
recorded at 100 nm min~". Thermal denaturation of 20 pM variants in 50 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.0), 4 M urea, was performed from 25 °C to 98 °C at a speed of
40 °C/h, and followed at 215 nm.

1.3.5 Electron microscopy

Peptides 1 and 4 were induced to form amyloid fibrils at a concentration of 50 uM
in 7.5 mM sodium phosphate (pH 2.0), 0.01% trifluoroacetic acid, and were analysed in
a Philips Morgagni with CCD camera as described (Lopez De La Paz et al., 2002). For
protein experiments, fibril formation of WT ADA2h at 40 pM in 75mM sodium
phosphate (pH 7), 4 M urea was induced by pH-jump as in the kinetic experiments.
Two controls were realised, at 90 °C, under conditions similar to those used previously

(Villegas et al., 2000), and at 60 °C in the absence of urea.

1.3.6 Kinetic experiments

Samples were dissolved initially in 75 mM sodium phosphate (pH 7.0), 4 M urea
and jumped to pH 2 with HCI. The mixing was carried out using a 2.5 ml for the
samples and a 0.250 ml Hamilton syringe for the HCI embodied in an Applied
Photophysics PiStar-180 stopped-flow. Samples were first equilibrated at 60 °C for 5
min to ensure that all mutants have the same extent of residual structure. Detection
was performed by CD spectroscopy following the acquisition of conformation at 220
nm, since the signal at 215 nm was too noisy. In order to further decrease the noise,

five 200 pl shots were averaged and an 8 nm band width was used. Initial and final CD
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spectra were recorded, to ensure the initial random coil and the final B-conformation in
a Jasco J-710 spectrophotopolarimeter, averaging 20 scans recorded at 100 nm min™".

The fitting to a double decay was performed with p<0.0001.

1.3.7 Formula-based predictions

The formula developed by Dobson and col. (Chiti et al., 2003) was compared

with the experimental data obtained in this work:

IN (Vemut / Vwt) = AAHYdr + B(AAGcoi-o + AAGpcoil) + CACharge

AHydr. = Hydry: — Hydrmu

AAGg ol = 13.64 (T = Tg™)
AAGeoiq = RT I (TM/ T,™
ACharge = |Charge nu| - [Charge |

The general A, B, and C parameters described in the original publication are
0.63, 0.20, and -0.49, respectively.

A modification of the algorithm published by (Pawar et al., 2005) is available

online, http://www.zyggregator.com/. ZYGGREGATOR™ is a trademark by Zyentia Ltd.
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1.4 RESULTS

1.4.1 TANGO analysis of ADA2h

Fig. 1.1 A shows the profile obtained when submitting the sequence of wild-type
(WT) ADA2h to TANGO at pH 2. The region encompassing the C terminus of the
molecule (especially B-strand 4), is predicted as the region of the protein mainly
involved in the aggregation process, although a slight susceptibility is predicted at the
very N terminus. In order to validate the TANGO prediction, four peptides spanning the
regions predicted as related to aggregation have been synthesized (Fig. 1.1 B).
Peptide 1 spans residues 2—-11 (RSLETFVGDAQ), peptide 2 spans residues 54-64
(VPFVNVQAVKY), peptide 3 spans residues 62-71 (VKVFLESQGI) and peptide 4
spans residues 69-79 (QGIAYSIMIE).
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Figure 1.1: Aggregation profile of the WT-ADA2h sequence, secondary structure location, and
peptides designed. (A) The relative values predicted by TANGO indicate those regions more susceptible
to influence in the aggregation rate of the molecule. (B) Peptides designed to evaluate the possible
residual structure in the denatured state of the domain and its potential aggregation.

This design allows us to study the N terminus (peptide 1) and the C terminus by
overlapped peptides (peptides 2, 3 and 4). TANGO total aggregation prediction for
these peptides at pH 2 is as follows: peptide 1, 1.0; peptide 2, 36.3; peptide 3, 0.0; and
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peptide 4, 242.0. Peptides 2 and 3 in the profile have very similar heights, but peptides
2 and 3 have different scores. The prediction for peptide 3 is no aggregation at all, due
mainly to the presence of K and E at relative distance i, i+4 favouring the a
conformation. However, the profile shows some tendency to aggregation in this region,
since it takes into account the tendency of adjacent sequence; in this case, the
strongest aggregating peptide 4. Thus, we will expect no aggregation for peptides 1
and 3, slight aggregation or poor solubility for peptide 2 and strong aggregation for
peptide 4. All peptides were dissolved at a concentration of 500 uM, stirred, centrifuged
to remove insoluble particles and the supernatant was immediately analysed by far-Uv
CD. Peptide 1 was easily dissolved at pH 2 and, in agreement with TANGO, does not
aggregate, as shown by the CD spectrum taken at 50 yM and 500 uM (Fig. 1.2 A).

The CD spectra at both concentrations correspond to a random coil
conformation. Regarding the C-terminal peptides, we found that peptides 2 and 4 had
very low solubility (less than 10 uM), while peptide 3 was quite soluble (around 200
pUM). CD analysis of the soluble fraction of peptides 2 and 4 showed a random coil
spectrum for the former and a B-sheet spectrum for the latter (Fig. 1.2 A). The CD
spectrum of peptide 3 corresponds to a clear random coil conformation and no
quantitative difference was found between concentrations of 50 uM and 500 pM,
although a slightly red-shifted minimum is observed in the concentrated sample (Fig.
1.2 A). This again agrees very well with the TANGO prediction profile (Fig. 1.1 A).
Electron microscopy analysis shows fibrils of amyloid-like morphology for peptide 4
(Fig. 1.2 B), thus indicating that aggregation in this case leads to amyloid fibril

formation.
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Figure 1.2: Peptide analyses. (A) far-UV CD-spectra of peptides 1 to 4 at pH 2. The values of TANGO
prediction are indicated within parentheses. Continuous line, diluted peptide (50 uM for peptide 1); Dashed
line, concentrated peptide (500 uM for peptide 1). (B) Electron micrography of peptide 4 under aggregating
conditions at 44 K.
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1.4.2 Selection of point mutations to study the aggregation
properties of ADA2h

In a previous study to analyse the folding pathway of ADA2h, we generated a set
of nondisruptive mutants (V12A, E14A, 115V, E20G, 123V, L26V, A31G, D38A, A50G,
H51A, V52A, N58A, Q60G, V64G, F65A, 171V and 175A) (Villegas et al., 1998). In
order to better delineate the regions responsible for the aggregation of ADA2h we have
here designed with TANGO a new set of mutants predicted to increase (T6V, K63A,
Y73F and D79A), to decrease (E67K, Q69E, S74K, E78A, E78K and D79K) or not
change (Q11K) the aggregation tendency of ADA2h. Table 1.1 shows the predicted
value of aggregation and its normalisation by dividing by the WT value (6.62) of all of
the mutants presented here. All of these mutants, with the exception of K63A, could be
expressed and purified. Mutant K63A, predicted as the most aggregation prone by
TANGO, could not be obtained in its soluble form because of its extremely high

propensity to aggregate under all of the conditions assayed.

1.4.3 Uncoupling between stability and aggregation

Under conditions in which a protein is unfolded, Chiti and co-workers have shown
that there is no direct correlation between protein stability and amyloid aggregation
(Chiti et al., 2003); thus, mutants that destabilize the protein do not necessarily induce
aggregation. To find if this is the case for our protein model, we have analysed under
equilibrium conditions the aggregation state of the WT protein and its variants by CD at
two different concentrations. The conditions used are those described to induce
amyloid formation in the WT protein (Villegas et al., 2000). Fig. 1.3 shows an example
comparing the behaviour of the WT and the destabilised mutant V64G (the rest of the
mutants are not shown). The CD spectrum of the WT at pH 3 shows a B-conformation
that increases at higher concentration as described (Villegas et al., 2000). On the other
hand, the destabilised mutant V64G has a native-like a+@ conformation at pH 3 and 20
MM, and requires a rather high concentration to adopt a pure B-conformation. This
demonstrates that there is no direct correlation between destabilisation and the ability

to form amyloid fibrils, as shown for acylphosphatase (AcP) (Chiti et al., 2003).
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Table 1.1: Predicted value of aggregation and its normalisation by dividing by the WT
value of all of the mutants presented in this work. From these values three groups of
predicted aggregation rates can be made: those aggregating equal to the WT (no label),
those showing a decreased tendency (italic) and those showing an increased tendency
(bold). (¥) This mutant was not obtained because of its high propensity to aggregate.

VARIANT | TANGO | TANGO/WT
WT 6.62 1.00
T6V 7.94 1.20

Q11K 6.62 1.00
V12A 6.62 1.00
E14A 8.37 1.26
115V 6.61 1.00
E20G 6.61 1.00
123V 6.61 1.00
L26V 6.61 1.00
A31G 6.61 1.00
D38A 6.61 1.00
A50G 6.61 1.00
H51A 6.61 1.00
V52A 6.61 1.00
N58A 9.86 1.49
Q60G 6.86 1.04
K63A® 18.07 2.73
V64G 6.41 0.97
F65A 6.42 0.97
E67K 6.38 0.96
Q69E 6.48 0.98
171V 7.08 1.07
Y73F 8.25 1.25
S74K 0.55 0.08
[75A 6.61 1.00
E78A 4.55 0.69
E78K 1.2 0.18
D79A 9.63 1.45
D79K 4.69 0.71
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1.4.4 Experimental conditions to follow the aggregation process

Although interesting, the above set of experiments does not allow us to measure
the kinetics of aggregation, since the WT protein is initially in the native state, while
some of the destabilised mutants could be partly unfolded under the same conditions.
Thus, we looked for conditions where all of the mutants and the WT were denatured to
the same extent before initiating the aggregation process. To do so, we used the WT
and the more destabilised mutant, as measured under native conditions (I75A)
(Villegas et al., 1998). After exploring several combinations of temperature and
denaturants, we found that in the presence of 4 M urea and 60 °C, at pH 7, both
variants were denatured to the same extent (Fig. 1.4); this was also the case for all of
the mutants used in this work. Thus, we decided to use these conditions to compare

the aggregation kinetics of the different proteins.
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Figure 1.3: Comparison between the behaviour of the WT and the
destabilised mutant V64G at different pHs and concentrations. (A)
WT. (B) V64G. The aggregation was drastically induced from the native
state (see materials and methods section for details). Continuous line, 20
uM of protein pH 7.0; dotted line, 20 uM of protein pH 3.0; broken line, 200
uM of protein pH 3.0.
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Figure 1.4: Conditions to denature variants to the same extent. The
WT (filled circles) and the more destabilised mutant in native conditions,
I75A (open circles), were used. (A) Thermal denaturation at pH 7.0, 40 uM
of protein, and 4 M urea. (B) Initial spectrum at pH 7.0, 40 uM of protein, 4
M urea and 60 °C.
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1.4.5 Kinetic experiments
Stopped-flow measurements allowed us to follow the very initial steps of amyloid

aggregation by pH jump (Fig. 1.5).
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Figure 1.5: Examples of stopped-flow measurements fitted to a double exponential. (A) WT
stopped-flow kinetics. (B) V64G stopped-flow kinetics. V64G was fitted to a single exponential due to

its inability to aggregate.

The kinetics of the mutants that fold into the B-conformation were fitted to a
double-exponential equation, and the six independent experiments of each mutant
were averaged (Table 1.2).

The occurrence of two rate constants indicates different populations of
molecules. When comparing the rate constants obtained at 40 yM and 60 uM protein
for a rapid aggregating mutant (N58A) and a slow mutant (123V), k; increases with

concentration (around 40%), while k, does not change (Table 1.3).
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Table 1.2: Fitting of the kinetics obtained by stopped-flow. The mutants that fold into p-
conformation after the pH jump are fitted to a double exponential equation with a p<0.0001.
NA, no clear aggregation was observed and a minor kinetics was fitted to a linear equation

due to its extremely slow decrease.

VARIANT ki STANDARD k2 STANDARD
WT 0.4023 0.0523 0.0394 0.0155
TevV 0.4537 0.0746 0.0227 0.0126

Q11K 0.0580 0.0054 0.0053 0.0009
V12A 0.0597 0.0167 0.0058 0.0015
E14A 0.4600 0.0218 0.0653 0.0015
115V 0.1252 0.0151 0.0072 0.0005
E20G 0.1127 0.0103 0.0093 0.0010
123V 0.1395 0.0269 0.0094 0.0010
L26V 0.1483 0.0353 0.0103 0.0013
A31G 0.2902 0.0495 0.0314 0.0050
D38A 0.0992 0.0381 0.0224 0.0024
A50G 0.1261 0.0128 0.0085 0.0010
H51A 0.2224 0.0564 0.0180 0,0145
V52A 0.1373 0.0225 0.0083 0.0005
N58A 0.8624 0.1399 0.0529 0.0185
Q60G 0.0239 0.0062 0.0034 0.0006
V64G 0.0021 0.0426 NA
F65A 0.0010 0.0555 NA
E67K 0.0017 0.0462 NA
Q69E 0.3026 0.0375 0.0293 0,0048
171V 0.0708 0.0132 0.0222 0.0055
Y73F 1.2936 0.6584 0.0355 0.0043
S74K 0.0027 0.0211 NA
I75A 0.0031 0.0153 NA
E78A 0.0561 0.0106 0.0067 | 0.0005
E78K 0.0013 0.0244 NA
D79A 0.4854 0.0636 0.0297 | 0.0036
D79K 0.0023 0.0285 NA
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Table 1.3: Comparation of k4 and k; at different concentrations. The rate constants of a
fast (N58A) and a slow mutant (I123V) were compared in order to elucidate its dependence
on concentration.

k4 k2
mutant ki40 uM | k60 pM | difference | k, 40 uM | k, 60 uM | difference
(%) (%)
N58A 0.8624 1.1854 37 0.0529 0.0501 53
123v 0.1395 0.2041 46 0.0094 0.0107 13.8

Unfortunately, a careful analysis of the concentration-dependence of Kimu/Kiwt
could not be performed because concentrations of protein higher than 40 uM rendered
kinetics too fast to be measured accurately, whereas at lower concentration the
transition to the B-conformation was not clearly produced. In any case, k, is dependent
on protein concentration and constitutes the formation of a polymeric ensemble,
whereas k; is independent of protein concentration and constitutes a conformational
reorganisation within the aggregate. When allowing the kinetics to continue for several
hours, a loss of signal is observed with a rate constant ks, which could reflect a further,
very slow conformational rearrangement or the formation of highly insoluble material
like fibrils. The occurrence of k3 has been measured for the WT by mass spectrometry,
as well as the resistance to proteolysis of the very end product (Villanueva et al., 2003).
From the data published, an estimation of 0.16x1072 s for ks could be extracted. This
extremely slow kinetics cannot be measured simultaneously with the apparatus used in
this study, with k; (0.40 s™") and k, (0.04 s™). Thus, the more likely interpretation is as

follows (Scheme 1):

Denatured k1 Early-soluble k2 Late-soluble (-)ks Amyloid

state aggregate aggregate fibril

REORGANISATION

In the case of the non-aggregating mutants (V64G, FG65A, E67K, S74K, I75A,
E78K and D79K), the CD spectrum after the pH-jump is not that of a pure B-
conformation and the amplitude of the measured kinetics is extremely small in the time
scale of the experiment (around 5 mdeg). Thus, k4, obtained by fitting the data to a
linear equation, must be regarded as an estimate rather than as an accurate
determination of the kinetics. It is important to note that for these mutants, whenever
the conditions are forced (i.e. concentration of protein), a final f-conformation is found
(see Fig. 1.3 for V64G).
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1.4.6 Algorithm-based predictions

The ratios of aggregation tendency for each mutant predicted by
TANGO/aggregation tendency of the WT (Fernandez-Escamilla et al., 2004; Linding et
al., 2004) are correlated with the natural logarithm of the ratio ki mytant/K1 wr. In Fig. 1.6
A, all the mutants assayed in this work are included in the analyses and r = 0.65 is
obtained. This correlation does not take into consideration the mutant K63A, which is
predicted by TANGO to be the strongest aggregating mutant, and that could not be
analysed due to its high tendency to aggregate. The mutants that are out of the
correlation are mainly V64G, F65A, E67K and I75A; four out of seven non-aggregating
mutants. However, as mentioned before, k; of non-aggregating mutants must be
regarded as an estimate, since the signal-to-noise ratio is too small to allow accurate
measurements. There is a large amount of mutants that are predicted to have the
same tendency to aggregate as the WT but experimentally they have a reduced
aggregation. In the case of mutants predicted to have a tendency to aggregate different
from that of WT the correlation improves up to r = 0.90 (Fig. 1.6 B).

Another prediction can be obtained when using the formula developed by
Dobson and co-workers (Chiti et al., 2003). The formula is based on (A) hydrophobicity,
(B) a and B propensities, and (C) charge constants (see Materials and Methods in this
chapter for more detailed information). In Fig. 1.6 C, all the mutants assayed in this
work are included in the correlation and r = 0.57 is obtained. When only mutants
predicted by TANGO to have a tendency to aggregate different from that of the WT are
included, the correlation drops to r = 0.54 (Fig. 1.6 D).
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Figure 1.6: Correlation between experimental k; and predicted tendencies by TANGO and equation
by Dobson (A) Correlation for all of the mutants used in this work with TANGO prediction. (B) Correlation
for these variants with predicted tendencies clearly different from that of the WT (T6V, E14A, N58A,
Q69E, Y73F, S74K, E78A, E78K, D79A, D79K and WT) with TANGO prediction. (C) Correlation for all of
the mutants used in this work with the formula. (D) Correlation for these variants with TANGO predicted
taxes clearly different from that of the WT with the formula.

An implemented formula has been published recently, in which extrinsic factors
such as pH, ionic strength and concentration are taken into account (DuBay et al.,
2004). Although fairly valuable for determining a priori the rate of a process, with all its
biomedical and biotechnological implications, in the case of the study presented here,
these extrinsic factors are equal for all of the experimental data, and therefore this
formula has not been applied.

A third algorithm-based prediction, also based on the formula mentioned above
(Chiti et al., 2003) but implemented with hydrophobic patterning, has been published
(Pawar et al., 2005). However, this version is not available on line and we have used a
modified version provided by Zyentia Ltd. (ZYGGREGATOR™). Two parameters, Z,qq
of each mutant/Z,;,¢ WT and absolute rate of each mutant/absolute rate of WT have

been correlated with our experimental data (Fig. 1.7).
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Figure 1.7: Correlation between predicted tendencies by ZYGGREGATOR™ (ZYENTIA Ltd.) and
experimental k4. (A) Correlation for all of the mutants used in this work with Z-score. (B) Correlation with
Z-score for these variants with TANGO predicted taxes clearly different from that of the WT (T6V, E14A,
N58A, Q69E, Y73F, S74K, E78A, E78K, D79A, D79K and WT). (C) (D) similar to A and B, but using the
absolute rates of aggregation predicted by the algorithm.

For Z,44 the correlations are 0.26 and 0.91, when using all the mutants and those
different from the WT, respectively (Fig. 1.7 A and B). The absolute rates correlate with
r=0.28 and r = 0.63 (Fig. 1.7 C and D). It is important to note that Zyentia Ltd. have
modified the original algorithm for their own purposes, and that the aggregation
propensity profile obtained as described following the instructions in the original
publication should be different (Pawar et al., 2005). Thus, the best correlation for our
experimental data is obtained when using the algorithm TANGO, rather than with other
approximations. This is seen clearly when comparing the profiles predicted by TANGO
and by ZYGGREGATOR™ (Zyentia Ltd.) (Fig. 1.8). These profiles are quite different,
especially in the region encompassing B2. Interestingly, TANGO was developed and
calibrated with aggregation data obtained under equilibrium conditions, while
ZYGGREGATOR™ was developed to predict aggregation kinetics. Since we are

focusing on the initial phase of aggregation, it is possible that the correlation by
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ZYGGREGATOR™ shall improve when the overall kinetics (especially (—)ks, not

measured in this work) are taken into account.
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Figure 1.8: Comparison of the profiles predicted by TANGO and ZYGGREGATOR™
(ZYENTIA Ltd.) and experimental profile of ADA2h. (A) Prediction by the algorithms.
Continuous line, TANGO. Dashed line, ZYGGREGATOR™ (ZYENTIA Ltd). (B) Experimental
kinetics of amyloid fibril formation. All the mutants have been included in the profiles and in
consequence those positions where we have two mutants have an additional bar in grey
(E78K, D79K).

1.4.7 B-Sheet aggregation and amyloid aggregation

The ability of ADA2h to form amyloid fibrils was shown earlier (Villegas et al.,
2000). However, in the present work we initiated the kinetics in the presence of 4 M
urea, which could interfere with the pathway of amyloid formation. We designed
experimental conditions to differentiate B-sheet aggregation from amyloid aggregation.
Three samples of 40 yM ADA2h were prepared and treated in different ways: Sample

A contains 4 M urea and was incubated for 30 min at 60°C; sample B is sample A, but
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without urea; sample C is sample B but treated at 90°C. In all the cases, amyloid
formation was induced using the same protocol as for the kinetic experiments. A
sample containing urea was not incubated at 90°C for 30 min because of the possibility
of having strong carbamylation of the sample. Fig. 1.9 shows the electron micrographs
(EM) of these samples obtained at different times. At time zero (right after lowering
pH), little aggregated material is visible in the EM samples. In all three cases there is
abundant amyloid material formed after the 30 min of heating. However, the samples
exhibit slight differences in behaviour depending on the experimental conditions. At
60°C (with or without urea) a large amount of amyloid material covering the EM grid
homogeneously can be found after heating for 30 min. However, in the sample treated
at 90°C (sample C), there appear to be fewer fibrils at the same timepoint. In the
samples without urea, fibrils seem to cluster with time, forming clumps after incubation
for three days. The CD spectra of these samples at different time-points also indicate
that: (i) urea seems to help in quickly obtaining more defined B-sheet spectra, although
it cannot be excluded that the lower definition of the spectra in the absence of urea
results from light-scattering problems generated by the clustering of the fibrils; and (ii)
incubation at 60°C is more efficient than at 90°C (data not shown). From these results,
it is clear that ADA2h forms amyloid fibrils under the conditions used in this work. It has
been demonstrated that aggregation and amyloid formation are not coupled directly
(Rousseau et al., 2006a; Rousseau et al., 2006b). Amyloid formation requires p-sheet
aggregation, but not all B-sheet aggregates lead to fibre formation. In the case of
ADA2h, we see initial formation of B-sheet aggregates that later result in fibril
formation. EM analysis of peptide 4 (Fig. 1.2 B) shows fibre formation, suggesting that
the strongly aggregating region at the C terminus of the protein could also be the

region involved in amyloid formation.

123



Chapter 1

A) B0 °C + 4M urea B) 60 "C C) a0 C
o LR [ S I - s
toefors | cx T EG Y w2 el gt
incubation) ’ - L £ A P by

=30 min
(just after
incubation)

t=3 days

Figure 1.9: Time course of ADA2h fibril formation. Electron micrographs were taken at different times
of incubation (0, 30 min, 3 days, and 7 days). (A) Sample with 4 M urea incubated at 60 °C for 30 min. (B)
Sample without urea incubated at 60 °C for 30 min. (C) Sample without urea incubated at 90 °C for 30 min.
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1.5 DISCUSSION

1.5.1 Complex kinetics in the initial conformational transition

We have followed the very early kinetics of B-acquisition from the denatured state

of ADA2h by stopped-flow when amyloid aggregation is induced by pH-jump. The

double-exponential nature of the fitting of the data for all the mutants prone to

aggregation indicates multiple aggregated states. Indeed, the simple explanation for

the apparent first-order kinetics as well as concentration-dependence observed here

may reflect the nucleation-dependent reaction but, in such a case, there should be a

very rapid nucleation event at the burst phase of kinetic measurement followed by the

attachment of monomers to the nuclei. Thus, k4 is the rate constant for the transition

from the random coil ensemble to an early aggregate nucleated at the burst phase,

whereas k, should correspond to a conformational rearrangement of the aggregate

k33~ 0.16 x 103 g1

Insoluble
polymer

Insoluble
polymer

(Fig. 1.10).
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Figure 1.10: A representation of the aggregation for ADA2h and comparison with the
data for AcP. (A) Aggregation process of ADA2h followed by stopped-flow measurements. (B)
Aggregation process of AcP deduced from disaggregation experiments (partially reproduced

from Calamai et al. (2005).

Our hypothesis is corroborated by very accurate data reported recently by

Dobson et al., who found multiple aggregated states by reverse protein aggregation

(Calamai et al., 2005). They studied the disaggregation process and determined the

rate constants for the transition to the native state from different aggregated states (Fig.
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1.10). It is noteworthy that they found a double-exponential process with rate constants
of 2.9 (#0.5)x107 s™", and 3.4 (20.5)x10™ s™", for AcP, a protein topologically similar to
ADA2h (see below). In this work, WT ADA2h aggregates with rate constants of 0.4
(0.05) s™", and 0.04 (x0.01) s™", where k, is the fast phase and k; is the slow phase.
They postulated that the aggregation of AcP from the partially unfolded state goes
through an initial globular aggregate of 60 — 200 nm that further assembles into
clusters of 400 — 800 nm and, in turn, assemble into larger structures. It is possible that
the globular aggregate and the clusters are analogous to our ensembles of early-
soluble aggregate and late-soluble aggregate. Unfortunately, ADA2h aggregation
kinetics is so fast that a deep structural characterisation of the early kinetic ensembles
involved in ADA2h amyloid aggregation is not possible in the time scale of the
experiments. The rearrangement we are presenting for the soluble aggregates that
originated from the denatured state of ADA2h is similar to that proposed for AcP and
other homologs, where aggregation from the folded state is found (Plakoutsi et al.,
2004; Plakoutsi et al., 2005). The main difference is that they proposed that the
reorganisation takes place within the native-like aggregates, while we find it in the non-
native-like aggregates. Thus, it is possible that conformational rearrangement during
the process driving to aggregation is a general phenomenon for all of the ensembles

involved.

1.5.2 Stability and aggregation

It has been suggested that amino acid replacements that destabilise the native
state of a protein favour aggregation (Hurle et al.,1994; McCutchen et al., 1995; Booth
et al., 1997; Chiti et al., 2000; Ramirez-Alvarado et al., 2000; Siepen & Westhead,
2002; Smith et al., 2003). It has been demonstrated also that increasing the stability of
the native state is a strategy to avoid amyloid fibril formation (Villegas et al., 2000).
However, the intrinsic tendency of a protein sequence to aggregate is another factor
that affects the aggregation process. Natively unfolded proteins do not aggregate
because their sequences have been selected to avoid aggregation (Rousseau et al.,
2006a; Rousseau et al., 2006b) It is the interplay between stability and the tendency of
the sequence to aggregate that determines the aggregation outcome for a protein. In
this respect, there should not be a direct relationship between the destabilising effect of
a mutation and the aggregation of the protein as shown by (Chiti et al., 2003) and by us
in this work. Also, mutations that affect the kinetics of refolding and/or unfolding do not

necessarily need to correlate with aggregation, since the same mutation could also
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affect the tendency of the sequence to aggregate. Thus, in order to obtain the
sequence contribution to aggregation one needs to start from the denatured state so

that protein stability is eliminated as a factor.

1.5.3 Kinetics of aggregation and folding

A simple kinetics is observed by Fourier transform infrared spectroscopy and by
light-scattering when raising the pH to induce ordered aggregates of BSA (Militello et
al., 2004). This is the case also for the 2,2,2-trifluoroethanol-induced aggregation of
AcP followed by the increase of fluorescence when binding thioflavin T, Congo red or
by CD spectroscopy (Chiti et al., 2002). The rate constant for the WT AcP aggregation
is around 9.3x107° s™!, whereas that for ADA2h is around 0.4 s, as estimated from the
accurate stopped-flow measurements in this work. That means that AcP aggregates in
ten to 11 days and ADA2h in 2 s. The refolding of ADA2h driving to the native state is
reported as one of the most rapid for proteins, some 0.001 s in water (Villegas et al.,
1995), whereas AcP is the slowest, folding some 4000 times more slowly (Chiti et al.,
1999). Baker and colleagues have suggested that the contact order (the average
distance between residues forming an interaction in the native state normalized to the
total number of residues) is a major determinant of the folding rate (Plaxco et al.,
1998). Inverse linear correlation was found when comparing the overall contact order of
ADA2h, and other proteins displaying the same topology (AcP, U1A, HPr, and MerP)
with the natural logarithm of their folding rate constants (Chiti et al., 1999). This was not
the case when studying HypF-N, a homologue of AcP that folds some two to three
orders of magnitude faster, where the hydrophobic content was considered to be the
main contributor to the rapid kinetics of folding (Calloni et al., 2003). ADA2h and AcP,
although sharing only 13% sequence identity, are structurally very similar in terms of
regions involved in nucleating aggregation (this work and Chiti et al., 2002) and in
nucleating the transition state (Villegas et al., 1998; Chiti et al., 2003). Both molecules
also aggregate mainly by C-terminal B-strands, and the extent of structure in the
transition state is quite comparable. Precisely, the structure of ADA2h most susceptible
to aggregation is strand B4, an edge strand that is not nucleating the structure of the
transition state (Villegas et al., 1998). This is also in concordance with kinetic
partitioning (Chiti et al., 2002). However, this does not seem to be a universal case for
this fold, since ADA2h, AcP, spliceosomal U1A, HPr, MerP and HypF-N, folds that
show similar topology when submitted to TANGO do not behave the same way (Chiti et

al., 1999; Plakoutsi et al., 2005). Moreover, ADA1h, a close homologue (paralogue) to
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ADA2h, has no tendency to aggregation at any part of its sequence according to
TANGO prediction, in agreement with the fact that the experimental trials under a wide
range of conditions have failed to obtain the amyloid form. Aggregation by the C termini
is not a general rule in all six sequences sharing topology (Fig. 1.11). It is important to
note that AcP is not predicted to aggregate by its C terminus because the prediction
was run at pH 2 (experimental conditions used in this work), whereas experimental
characterisation of its aggregation has been performed at pH 5.5 (Chiti et al., 2002). It
remains to be seen if the kinetics of aggregation for this protein family follow a direct
relationship with their folding kinetics or if the results found for ADA2h and AcP are just

a coincidence.
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Figure 1.11: Aggregation profile of some proteins topologically similar to ADA2h.
Prediction at pH 2.0, 75 mM sodium phosphate, 25 °C. The relative values predicted by
TANGO indicate those regions more susceptible to influence within the aggregation rate of the
molecule.

1.5.4 Algorithm-based predictions
TANGO predicts correctly the behaviour of all the peptides analysed here.

Regarding the behaviour of the mutants and the correlation with TANGO predictions,
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we found a very good correlation between mutants predicted to aggregate more, or
less, than the WT and the experimental data. This included mutant K63A, which is
predicted to be very strongly aggregating and that was fully insoluble. However,
TANGO predictions were not good for mutants predicted to have the same tendency to
aggregate as the WT. These mutants are all localized mainly in the region
encompassing residues 15-52 and, in general, they showed slightly reduced
aggregation. This could be due to an underestimation of the aggregation tendency of
these sequences by the algorithm. This is reasonable, since the ZYGGREGATOR™
(ZYENTIA Ltd.) profile indicates this region to be the more prone to aggregation,
especially B2, probably overestimating the aggregation tendency of these sequences.
Unfortunately, we have only one mutant in 2, D38A, since previous mutations, F39L,
K41A and S42G, were too destabilised to render sufficient amounts of pure mutant
proteins (Villegas et al., 1998). Interestingly, TANGO was developed and calibrated
with aggregation data obtained under equilibrium conditions, while the approximation
by Dobson was developed to predict aggregation kinetics. The fact that TANGO can
predict the kinetics of aggregation so well suggests that the aggregation mechanism

must be quite general and simple.
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21 SUMMARY

Understanding the process of amyloidogenesis is one of the clues to the future
cure of misfolding-based diseases, such as Alzheimer's disease, Spongiform
Encephalopaties, and other important disorders affecting humans. In this work we have
used one of the deepest characterised models for folding and misfolding, the Activation
Domain of human procarboxypeptidase A2 (ADA2h). The WT and three mutants
affecting the kinetics of aggregation have been studied by IR from the folded state at
acidic pD, showing the disappearance of structured features prior to a dramatic
increase of the amyloid-characteristic band upon temperature induction. TEM
demonstrated that actual amyloid fibrils are formed under the conditions used in this
work. The three-step kinetics of the process observed for the WT is clearly affected by
the stability of each mutant, although the final state reached is the same. Our
conclusion is that this domain nucleates prior to the conformational reorganisation that
renders the final amyloid fibril, independently of the aggregation tendency and stability

of each variant.
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2.2 INTRODUCTION

The process a polypeptide chain undergoes to form amyloid fibrils is of critical
interest due to its implications on the conformational diseases referred as amyloidoses.
The occurrence of these highly ordered aggregates not only has been observed in
disease-related proteins, but also in apparently non-pathogenic species, suggesting
that they could represent a different conformational state in all polypeptide chains
(Dobson, 2003). Recent investigations have led to the hypothesis that protein
aggregation is in direct competition with protein folding, describing a double funnel
(Jahn & Radford, 2005), where different sequence stretches are governing each
process (Chiti et al., 2002). In short, intramolecular contacts between residues would
lead to the formation of the native structure, whereas intermolecular contacts would
underlie the acquisition of an aggregated structure, whether ordered (amyloid fibrils) or
not (amorphous aggregates) (Jahn & Radford, 2005).

Several studies have been centred on the modulation of amyloid fibril propensity
caused by the polypeptide sequence (Chiti et al., 2003; Cerda-Costa et al., 2007),
leading to the creation of prediction formulas or programs which can shed some light
on the possible consequences of mutations on proteins (Chiti et al., 2003; Fernandez-
Escamilla et al., 2004; Pawar et al., 2005). Apart from aggregation propensity, structure
conversion through the amyloid formation process is also necessary to complete
comprehension of the entire picture. Eisenberg et al. (Nelson & Eisenberg, 2006)
proposed three general models accounting for monomer structural reorganisation in
fibril formation. Whereas two of the conversion models (the refolding and the natively
disordered models) involve the reorganisation of the entire polypeptide chain, in the
gain-of-interaction model only a small conformational change takes place, exposing a
previously hidden surface which will interact with the same surfaces from other
monomers.

Two-dimensional correlation analysis (2D-COS) (Harrington et al., 2000; Noda,
2007) coupled to Infrared Spectroscopy (IR) allows a more detailed analysis of the
secondary structure conversion from the native monomer to the amyloid fibril. In this
technique the different spectra obtained upon application of an external perturbation
are correlated in order to increase the resolution and have a better insight in the
relationships between bands (lloro et al., 2004; lloro et al., 2005).

In the present work, two-dimensional infrared correlational spectroscopy has
been applied to the study of the amyloid formation process from the native state of the

activation domain of human procarboxypeptidase A2 (ADA2h) and three mutants with
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different aggregation propensities, using temperature as the perturbing agent. ADA2h
has been used as a model protein for amyloid-like fibril formation at acidic pH (Villegas
et al., 2000; Villanueva et al., 2003), as there is a deep understanding of its folding
mechanism at neutral pH (Villegas et al., 1995; Villegas et al., 1996; Viguera et al.,
1997; Villegas et al., 1998; Fernandez et al., 2000; Villanueva et al., 2000; Villanueva
et al., 2002). Moreover, the creation of a large battery of single-residue variants has
provided detailed information about the amyloid-forming propensity changes upon
mutation, and the importance of the sequence context and residual structure (Cerda-
Costa et al., 2007). The most noticeable finding was a conformational reorganisation of
the aggregation nucleus in the very early kinetics of the formation of amyloid fibrils by
ADAZ2h from the denatured state.

The temperature-induced aggregation kinetics from the native state at acidic pD
for the wild-type (WT) variant, a slowly aggregating mutant (123V), a rapid aggregating
mutant (N58A) and a non-prone to aggregation mutant (F65A) (Cerda-Costa et al.,
2007), followed by IR allows us to shed some light on the conformational differences of
the overall process upon mutation. TEM and CD characterisation reinforce the obtained

results.
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2.3 MATERIALS AND METHODS

2.3.1 Materials

ADAZ2h variants were expressed into a BL21(DE3) E.coli strain using a modified
pTZ18U vector (Villegas et al., 1998). Oligonucleotides were synthesized by Roche
Molecular Biochemicals. Slide-A-Lyzer® 3,500 MWCO Mini Dialysis Units were

purchased from Pierce. All other reagents were obtained from Sigma-Aldrich.

2.3.2 Expression and purification

Expression and purification of all variants were realized as described previously
(Cerda-Costa et al., 2007), and the protein obtained was concentrated up to 5 mg/ml
(544 uM) in 50 mM sodium phosphate pH 7.

2.3.3 Infrared analysis

The four variants were dialyzed overnight against 25 mM glycine (pD 3.0) at 4 °C,
using Slide-A-Lyzer® 3,500 MWCO MINI Dialysis Units and D,O as a solvent.

The spectra were recorded in a Nicolet 5700 spectrometer (Thermo, Madison,
Wisconsin) using a peltier mount and excavated cells with a 50 um path (Biotools,
Wacounda, lllinois.) The spectra were acquired using the Series software running
under OMNIC (Thermo, Madison, Wisconsin). The sample at pD 3 was heated from 20
°C to 90 °C in 10 min, and maintained afterwards at 90 °C for 30 min. Typically, 305
spectra were averaged for each minute. The series obtained was ratioed against a
background obtaining the absorbance spectra with a nominal resolution better than 2

cm’. Data treatment has been described elsewhere (Arrondo & Gofi, 1999).

2.3.4 Transmission Electron Microscopy

100 ul of all variants were dialysed overnight against 25 mM Glycine pD 3 and

heated in the same mode as in the infrared experiments, in order to trigger the
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aggregation process. Samples were taken before the heating and at times 30 min and
2 days after the induction of specific aggregation. The samples were diluted 1/20 in
MilliQ water and quickly adsorbed to glow-discharged carbon-coated grids, due to the
fast dissociation of ADA2h amyloid fibrils. The material was stained using the method
described elsewhere (Lépez De La Paz et al., 2002) and used previously with ADA2h
(Cerda-Costa et al., 2007).

The samples were visualised with a Hitachi H-7000 microscope in the Servei de

Microscopia of Universitat Autbnoma de Barcelona.

2.3.5 Circular Dichroism

The protein variants were diluted to 20 uM with 50 mM phosphate buffer (pH 7)
for the native CD measurements. The same variants were also taken to 2 mg/ml and
dialysed overnight against Glycine 25 mM (pH 3) at 4 °C. The dialysed samples were
then taken to 200 uM and 20 uM with the dialysis buffer, heated at 95 °C for 5 min, in
order to properly activate protein aggregation, and left overnight at room temperature.
0.2 cm and 0.02 cm path length cuvettes were used for the circular dichroism
measurements of 20 and 200 pM, respectively, and 20 scans recorded at 100 nm min™
were averaged for each variant.

To calculate the relative contribution of each secondary structure, spectra were
deconvolved by the analysis program CDSSTR from the DICHROWERB server (Lobley
et al., 2002; Whitmore & Wallace, 2004) using the reference set SP175 (Lees et al.,
2006).
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24 RESULTS

241 Assignment of initial infrared bands by the wild-type protein

The structure and fibril formation process of the activation domain of human
procarboxypeptidase A2 (ADA2h) has been studied by infrared spectroscopy looking at
the changes produced in the amide I' band arising mainly from the C=0O stretching
vibration of the peptide bond. The 3D plot of the deconvolved spectra during the fibril
formation induced by heating ADA2h-WT at acidic pD is shown in Figure 2.1 A. It can
be seen that there are two major bands whose intensity increase, located around 1682
and 1619 cm™, with variations in several bands if the spectra corresponding to different
points of the process are compared (see inset). The most important change, which is
the appearance of a prominent band at 1619 cm™, has also been described in other
fibril formation processes (Bouchard et al., 2000; Zandomeneghi et al., 2004), as well
as in ADA2h at acidic pD (Villegas et al., 2000).

The spectrum before inducing fibril formation (Fig. 2.2 A) shows seven bands at
1682, 1671, 1660, 1647, 1632, 1619 and 1606 cm™, the latter corresponding to amino
acid side chains. The percentage of amide component is shown in Table 2.1. The
three-dimensional structure of ADA2h has been solved in its isolated state by NMR
(Jiménez et al., 2003) and within the complete proenzyme by crystallography (Garcia-
Saez et al., 1997), and corresponds to an a/p protein. The major infrared band at 1647
cm™ can be attributed to its two a-helices with some component of unordered structure,
whereas the 1632 cm™ corresponds to the low frequency component of the antiparallel
B-sheet. This component of the antiparallel B-sheet is accompanied by its high
frequency counterpart, located at 1682 cm™. The minor band at 1671 cm™ could be
assigned to B-turns. The band at 1660 cm™ which represents a 15% of the amide
component has been attributed in literature to coiled coils (Reisdorf & Krimm, 1996),
310 helices (Arrondo & Gorii, 1999) or B-turns (Byler & Susi, 1986) and, taken into
account the 3D-structure of ADA2h, it could reflect in part the end of the helices,
specially the C-terminal of a-helix 1 that folds as a 34 helix (Garcia-Saez et al., 1997),

together with a component of B-turns (Villegas et al., 2000).
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Figure 2.1. Kinetics of the amyloid fibril formation for 4 variants of ADA2h followed by FT-IR. 3-D
plots of the evolution of the deconvolved amide I’ spectra of ADA2h WT (A) and the mutants 123V (B),
N58A (C) and F65A (D) at acidic pD, using heat as the inductor. The spectra at the most significant
times are represented in the inset, from bottom to top: times 0, 4, 8 and 35 min.
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Table 2.1. Analysis of the amide I’ band for the WT. Changes in position and area of the main bands of
the spectra of ADA2h WT at the most remarkable times of the aggregation kinetics.

Initial t =4 min t =8 min t=35min
Position Area Position Area Position Area Position Area
(cm™) (%) (cm™) (%) (em™) (%) (cm™) (%)
1682.4 5.0 1683.4 41 1683.7 2.1 1683.4 4.4
1671.2 8.2 1671.6 11.4 1672.4 16.7 1672.9 9.1
1660.1 15.2 1658.7 171 1658.0 18.8 1659.0 16.7
1646.4 30.3 1644.8 28.9 1642.2 26.4 1641.6 23.2
1632.2 27.0 1631.2 24 1 1629.0 17.5 1628.0 21.2
1619.3 14.3 1619.3 14.4 1617.6 18.5 1616.9 254
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Figure 2.2. Band decomposition of the amyloid formation kinetics for ADA2h WT. Band
decomposition at the most relevant times of the aggregation kinetics (0, 4, 8 and 35 minutes) of the WT
variant of ADA2h at acidic pD.

141



Chapter 2

24.2 Amyloid fibril formation by the wild-type protein

The analysis of the amide I' band corresponding to the protein before fibril

induction and during discrete points of the process is shown in Fig. 2.2 and Table 2.1.

To obtain a better insight in the process of fibril formation, the time course of
significant band positions and areas can be plotted (Fig. 2.3). Changes in band position
indicate either conformational changes or differences in the environment. Variations in
area will indicate the inter conversion of structures. During heat induction, the number
of bands does not change but their position and percentage of area are different,
producing a changed amide I' bandshape. Figure 2.3 A shows the changes in position
of the different components. Looking at the changes associated with the band around
1619 cm™, it can be seen that the initial band at 1619.3 cm™ shifts upwards to 1620.1
cm’” during the first minute and rapidly returns to around 1619 cm™. After this period, a
new frequency change is produced downwards to 1616.9 cm™ where the position is
stabilised from time 10 min. These shifts, a small one forwards and a bigger one
downwards, indicates that the sample was slightly aggregated at the beginning of the
experiment and that temperature disrupted these aggregates. This aggregation might
be quite different from that of amyloid fibrils, -although is also rich in  structure- since
the transmission electron micrograph at time zero does not show the typical amyloid
architecture (Fig. 2.6, see later).

Concerning the area of band around 1619 cm™, a clear three-step transition is
observed, indicating inter-conversion of structures (Fig. 2.3 B). The interpretation is as

follows:

Initial protein (slightly aggregated) — disaggregated protein — nucleated

aggregate — reorganised aggregate (late fibril).
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Figure 2.3. Variations in position and area of the main bands in the amyloid formation kinetics. The
changes in position of the most significant bands, 1619 cm™” (A), 1632 cm’”’ (C) and 1647 cm’” (E), are
plotted against time for each mutant. The changes in area of these bands; 1619 cm™ (B), 1632 cm™' (D)
and 1647 cm’™ (F); are also represented along the kinetics. Although the bands do change their position
along the time, they have been named only with the most relevant wavenumber for the sake of clarity. See
tables 2.1 — 2.4 for further information regarding positions and areas of these bands.
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During the first step (time 0-4 min) the area of the 1619 cm™ band remains the
same, indicating a disaggregation process rather than an unfolding of the protein (Fig.
2.3 B, Table 2.1). Second step (time 4-8 min) shows an increase in area from 14.4 to
18.5% (Table 2.1), pointing out that the structure of the protein must change upon
nucleation of the fibril. In the third step, from time 8 min, there is a dramatic change in
area up to 25.4% (Table 2.1) corresponding to a conformational reorganisation that
leads to the final amyloid fibril. The reorganisation of the initial nucleus of the fibril
formed by ADA2h has been previously reported by following the early kinetics of the
process from the unfolded state by stopped-flow coupled to circular dichroism (CD)
(Cerda-Costa et al., 2007). The above mentioned shift downwards to 1616 cm™
indicates a stronger interaction within the reorganised and late fibril.

Concerning structured features, the initial band at 1647 cm™ shows also a shift
downwards during the process to 1642 cm™, indicating the complete transition of o-
helices to unordered structure (Fig. 2.3 E). In this case, the a-helical component
decreases enhancing the contribution of unordered structure until time 8 min, when the
reorganisation of the nucleus begins. The evolution of its area rapidly decreases up to
min 8, with a discrete and reversible shift upwards at time 9 min, and remains similar
during the reorganisation of the fibril (Fig. 2.3 F). The band at 1632 cm™, main
component of the antiparallel B-sheet, behaves similarly in terms of evolution of its
location, shifting downwards during the process (Fig. 2.3 C). Its area also shows the
inter-conversion of structures, but in this case the shape is different to that by 1647 cm’
' band, pointing clearly min 8 as the moment where the conformational reorganisation
takes place (Fig. 2.3 D). The B-sheet band experiments a clear decrease in area from
27% to 17.5% in the first 8 min, and is followed by a small increase just up to 21.2%
(Table 2.1). It is known that B-sheets of some native proteins are different that those in
amyloid-like fibrils and that a substantial reorganisation is necessary to form the fibril
(Zandomeneghi et al., 2004). However, this is not the case for f.m, whose native -
sheets are almost identical to aggregated B-sheets (Jahn et al., 2008). Taken all
together, we can conclude that for regular secondary elements there is an unfolding
process simultaneously to the nucleation of the fibril, followed by a reorganisation of

the nucleus at time 8 min that allows the growth of the fibril.
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Figure 2.4. Variations in position and area of the other bands in the FT-IR spectra during the
amyloid formation kinetics. The changes in position of the rest of the bands of the FT-IR spectra, 1660
cm” (A), 1671 cm™ (C) and 1682 cm™ (E), are plotted against time for each mutant. The changes in area
of these bands; 1660 cm™ (B), 1671 cm™' (D) and 1682 cm™ (F); are also represented along the kinetics. In
this case, the bands have also been named only with the most relevant wavenumber for the sake of clarity.
See tables 2.1 — 2.4 for further information regarding positions and areas of these bands.
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Concerning minor bands, 1682, 1671, and 1660 cm™, similar phenomena are
also observed at time 4 and 8 min, corroborating the relevance of min 8 in the process
(Fig. 2.4). 1682 and 1671 cm™ bands behave almost identical in terms of location,
indicating that their environment is changing simultaneously. In addition, areas behave
somehow complementary suggesting that conformational adaptation of B-strands and
B-turns to the fibre mutually influence each other. In the case of the band located at
1660 cm™ it is quite plausible that a transition from a mixture of 34, helix plus B-turns to
reorganised B-turns is what we are detecting. Taken into account that the major
component is that of an antiparallel B-sheet, it makes sense to assign this component

to new B-turns connecting intramolecular B-chains.

2.4.3 Effect of mutations in fibril formation

Several mutants of ADA2h were previously constructed to destabilise its fold
(Villegas et al., 1998), others were recently designed to change the kinetics of amyloid
fibril formation, and the early kinetics of aggregation of all of them was studied (Cerda-
Costa et al., 2007). For the present work we have chosen a rapid one, N58A, a slower
one, 123V, and a non-aggregating one, FG65A. It is important to note that when studying
aggregation concentration is a key factor. In our previous work we used a protein
concentration of 40 uM instead of 544 uM presented in this study, and we pointed out
that even the least prone to aggregation variant shall aggregate upon increasing
concentration (Cerda-Costa et al., 2007). This increase of more than 10 fold in the
present work is a consequence of the different approach undertaken in both studies

(CD coupled to stopped-flow and IR).

The ability to form fibrils by these variants has also been studied by IR
spectroscopy, using the same conditions as for the native protein. The amide I’ band
has been analysed during the processes and are presented at the relevant steps for
the wild-type in Tables 2.2 — 2.4. At first glance, it can be seen that whereas in the
periods of disaggregation and nucleation the processes are not the same in the
different mutants, the band positions and areas corresponding to the reorganisation
and subsequent growing do not actually vary (Fig. 2.3), indicating that the mutations

affect the propensity of the protein to aggregate, but not the fibril structure.
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Table 2.2. Analysis of the amide I’ band for 123V. Changes in position and area of the main bands of the
spectra of 123V at the most remarkable times of the aggregation kinetics.

Initial t =4 min t=8 min t =35 min
Position Area Position Area Position Area Position Area
(cm™) (%) (cm™) (%) (em™) (%) (cm™) (%)
1684.3 3.2 1683.7 3.8 1684.3 3.2 1683.7 3.8
1671.3 10.6 1670.4 10.4 1671.3 10.6 1670.4 10.4
1658.7 15.6 1658.2 14.8 1658.7 15.6 1658.2 14.8
1644.5 24 .1 1645.4 20.1 1644.5 24 .1 1645.4 20.1
1630.2 27.9 1632.3 26.5 1630.2 27.9 1632.3 26.5
1617.8 18.6 1619.2 24.4 1617.8 18.6 1619.2 24.4

Table 2.3. Analysis of the amide I’ band for N58A. Changes in position and area of the main bands of
the spectra of N58A at the most remarkable times of the aggregation kinetics.

Initial t=4 min t=8 min t=35min
Position Area Position Area Position Area Position Area
(cm™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%)
1681.0 5.3 1681.5 6.6 1683.4 5.0 1683.5 5.6
1669.6 8.6 1669.3 9.8 1670.6 11.4 1670.9 12.7
1658.9 134 1658.4 14.2 1658.0 15.6 1657.8 19.0
1646.5 234 1646.2 21.5 1644.1 19.8 1642.6 22.6
1632.7 29.0 1632.9 27.3 1630.8 23.0 1629.2 19.7
1619.6 20.3 1619.8 20.6 1618.1 25.2 1616.7 204
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Table 2.4. Analysis of the amide I’ band for F65A. Changes in position and area of the main bands of
the spectra of F65A at the most remarkable times of the aggregation kinetics.

Initial t=4 min t=8 min t=35min
Position Area Position Area Position Area Position Area
(cm®) | (%) | (emh) | (k) | (m) | (%) | (m?) | (%)
1682.6 1.2 1682.7 1.6 1683.3 29 1683.5 4.6
1672.2 9.9 1672.3 10.9 1671.7 10.8 1671.2 11.4
1657.6 16.9 1657.8 16.7 1657.9 17.2 1657.7 19.3
1642.3 23.8 1643.1 22.0 1642.7 20.5 1641.4 24.0
1628.2 29.4 1629.4 28.3 1628.8 27.4 1628.6 18.8
1616.5 18.8 1617.4 20.5 1617.1 21.2 1616.8 21.9

Thus, if the band position at 1619 cm™ is considered (Fig. 2.3 A), the pattern
described for the wild-type is similar for the mutants 123V and N58A, with slight
changes in the wavenumber, but in the case of the F65A mutant the initial wavenumber
is clearly shifted-down. Initial area of each variant, F65A 18.8%, N58A 20.3%, 123V
18.6% and WT 14.3% (Fig. 2.3 B, Tables 2.1 — 2.4), inversely correlates with stability
(2.8; 4.0; 4.3; 4.4; Villegas et al., 1998); except for N58A, the variant most prone to
aggregation. The shape of the evolution of areas is completely different, although a
similar percentage of area is reached at the end (Fig. 2.3 B). These results would
indicate that the mutations produce conformational changes in the process; however,
since influence of the environment remains the same, they do not alter the pattern of
the final fibril.

244 Two-dimensional correlation spectra

To reveal interaction between bands in the changes occurring during the process
of fibril formation, excluding the disaggregation time (min 0-4), the 2D-COS spectra
have been plotted (Fig. 2.5). In the synchronous map, the auto-peaks (diagonal)
correspond to changes in intensity and are always positive. The cross-correlation
peaks indicate a relationship between the two bands involved (Arrondo et al., 2004;
lloro et al., 2004; lloro et al., 2005; Noda, 2007). In the wild-type protein two clear

autopeaks are present in the diagonal (Fig. 2.5 A): one predominant located at 1616

148



Chapter 2

cm™, indicative of the amyloid fibril and the other centred around 1647 cm™, associated
with partially unfolded a-helices. When the 1616/1647 cm™ cross-correlation peak is
considered, a negative correlation is found between them, thus pointing out that the
growing of the amyloid fibril is mainly due to the disappearance of this secondary
structure. Even if not any autopeak is seen at 1682 cm™, the other component of the
amyloid fibril (and also the minor component of the native anti-parallel B-sheet), the
presence of the less intense cross-correlation peak 1682/1647 cm™ indicates that the
change in intensity of this band is smaller. No intensities seem to be associated with
the low frequency -and main- B-sheet component which would agree with the small
change in area in the overall process, as seen in Table 2.1. However, the above main
mentioned cross-correlation peak, 1616/1647 cm™, is quite broad, comprising from
native p-sheets (1632 cm™) to B-turns (1675 cm™), thus reflecting the mentioned
observation that B-sheets of some native proteins are different that those in amyloid
fibrils and that a substantial reorganisation is necessary to form the fibril
(Zandomeneghi et al., 2004).

The synchronous maps for the mutants resemble that of the wild-type (Fig. 2.5 B,
C, D), although their cross-correlation peaks appear broader when compared to it. This
is a consequence of the broadening of almost all bands present in their spectra (see
Fig. 2.1 A-D, inset). It is noteworthy the fact that the mutants show a strong autopeak
around 1625 cm™, not present in the wild-type. This autopeak is the reflection of the
minimum preceding the aggregated B-sheet band at 1616 cm™, which is strongly
decreasing in each of them (see also Fig. 2.1 A-D). This can be specially observed in
123V, where the 1616 cm™ band does not increase very much and therefore, not a
corresponding autopeak can be found. Moreover, the mutants all present an autopeak
at 1682 cm™, albeit small, which is a reflection of the increase of this band during the

formation of the amyloid fibril (see Fig. 2.1).
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Figure 2.5. Synchronous maps for the aggregation kinetics. The synchronous maps for all the
mutants are represented using the two-dimensional correlation analysis. (A) WT; (B) 123V; (C) N58A;
(D) F65A. The positive correlations are shown in different shades of red according to their intensities,

and the negative ones in blue.

2.4.5 Electron microscopy

Electron micrographs demonstrated that the process leads to the formation of

amyloid fibrils and not just to an amorphous aggregation of the protein (Fig. 2.6). At
time 0 min, N58A, F65A and WT-ADA2h show some worm-like fibrils as those
described by Radford for the assembly of spherical or pre-fibrillar material that follow a
non nucleated-dependent kinetics (Gosal et al., 2005; Smith et al., 2007), in contrast to

the nucleated-dependent kinetics driving to amyloid fibrils (Harper & Lansbury, 1997).
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However, no such worm-like structures were clearly observed for 123V (see
discussion). Here, we have depopulated this worm-like state by temperature and
allowed beginning the process of fibril formation. The fact that the process is different
for each variant, as seen by the evolution of band areas in the IR (see Fig. 2.3),
indicates that these worm-like structures would be conformationally different. The
worm-like structures observed for the variants, with the exception of 123V, are
approximately 80 - 100 nm long and 8 - 9 nm wide. It is noteworthy that F65A worm-
like fibrils seem to be more organised than the ones obtained for the other variants
(see discussion).

At 30 min (time required to prepare the TEM samples) after heating the samples
in the same way as for the IR experiments, all of the variants show organised fibrillar
material, especially defined for the most prone to aggregation mutant, N58A. The fibres
are straighter, and very similar for all variants. At longer periods the fibrils are better
defined for all of the variants, demonstrating that the reached structure is the same for

all four processes studied.
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Figure 2.6. Transmission electron microscopy of the amyloid formation process. Transmission electron microscopy images of ADA2h WT (A) and the mutants 123V
(B), N58A (C) and F65A (D) at different times (0, 30 min and 48 h) after the finalisation of the heating process. The time 0 micrograph has been taken at pH 3 prior to
heating.
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2.4.6 Circular dichroism

Fig. 2.7 shows the far-UV CD-spectra of the variants at neutral and acidic pH,
measured at two different concentrations, 20 uM and 200 uM, for pH 3. At pH 7 there is
no aggregation, thus the spectra obtained at 200 uM are identical to those at 20 uM. It
is important to note that the samples at pH 3 where induced to form amyloid fibrils by
heating at 95 °C for 5 min and, in consequence, do not correspond to the conditions of
the FTIR experiment at time zero. In any case, the concentration used in the IR, 544
uM, is too high to be studied by CD, especially in the very far-UV region (210-190 nm)
where the lamp is saturated and no reliable information can be obtained. Thus the CD
data here presented must be regarded as an approximation, rather than to a
reproduction, of the IR final spectra.

The a+p structure of the wild-type is maintained for all three mutants at neutral
pH. The deconvolved CD spectra (Table 2.5) shows an a-helix content of above 31-
32% for all of the variants, with the exception of F65A that slightly decreases to 27%
favouring an equivalent increase in B-sheet content. This shift is a consequence of its
instability rather than for corresponding to a mutation in a-helix-2, since mutation of the
N-cap of this helix (N58A) or mutation within a-helix-1 (I123V) does not affect secondary
structure content. It is important to indicate that the side-chain of F65 interacts with the
backbone of V64, one of the main components of the hydrophobic core (Villegas et al.,
1998).

At acidic pH and upon temperature induction, the WT shows a loss in helical
content enhancing the weight of B-sheet conformation, as previously described
(Villegas et al., 2000). At 20 uM, an 8% of helical content is lost in favour to an increase
of B-sheet content, whereas B-turns and random coil remain the same. However, at
200 uM there is a dramatic loss of 24% of helical content in favour of an increase of -
sheet content (18%) and also of random coil conformation (6%). The effect of acidic pH
is more remarkable for mutants 123A and N58A than for the WT, but especially for
N58A, the most prone to amyloid fibril formation. N58A shows very similar spectra at
both concentrations, reaching high p-sheet content at low concentration. Moreover, as
it was the case for the WT, the random coil conformation is enhanced upon raising
concentration. This is also true for mutant 123V. For these three variants, WT, 123V,
and N58A, there is an increase of random coil conformation when raising
concentration, and not just a pure transition to p-sheet content. This is in concordance
with both the increment in area of the initial band at 1647 cm™ and its shift downwards
to 1641 cm™.
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Figure 2.7. Comparison between the native and the amyloid-induced conformations of ADA2h
WT and the destabilised mutants. Conformations of the WT and the mutants 123V, N58A and F65A
analysed with circular dichroism spectroscopy under native conditions, at pH 7 (continuous line); and
after inducing amyloidogenesis at pH 3, at a protein concentration of 20 uM (dotted line) and at a
protein concentration of 200 uM (dashed line).

However, F65A, the one non-prone to aggregation (Cerda-Costa et al., 2007)
and rather unstable (Villegas et al., 1998), shows at acidic pH and 20 uM an spectrum
similar to that at neutral pH. Upon raising concentration, the helical content decreases
just a 5% in favour of a gain in B-sheet, and random coil conformation remains the
same in all three conditions studied. Thus, is quite possible that mutation on this
residue, interacting with part of the hydrophobic core in the WT, generates a f-
conformation with some similarities to the one in the final fibril, that will be more
populated at the concentration required for the IR experiment, and could account for

the small change in position of band 1619 cm™ observed for this mutant.
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Table 2.5. Content of secondary structure of ADA2h at native and amyloid-induced conditions.
Deconvolution of the circular dichroism spectra of ADA2h variants at 20 uM and neutral pH and at 20 and
200 uM at acidic pH. (*) The spectrum of F65A at 200 uM and pH 3 is too noisy in the far-UV region due to

lamp saturation, making its deconvolution unreliable.

a-helix | B-sheet | B-turn | random

(%) (%) (%) (%)
WT pH 7, 20 pM 32 20 12 36
WT pH 3, 20 pM 24 29 11 36
WT pH 3, 200 uM 8 38 11 43
123V pH 7, 20 uM 31 20 13 36
123V pH 3, 20 uM 17 35 12 36
123V pH 3, 200 pM 6 42 12 40
N58A pH 7, 20 uM 32 20 12 36
N58A pH 3, 20 uM 9 43 11 37
N58A pH 3, 200 uM 7 39 12 42
F65A pH 7, 20 pM 27 25 12 36
F65A pH 3, 20 M 27 25 12 36
F65A pH 3,200 uM® | 21 31 11 37
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2.5 DISCUSSION

2.5.1 Assignment of the initial bands for the wild-type protein

Band assignment is not a straightforward procedure because of the sensitivity of
IR spectroscopy to combined structural and environmental factors (Arrondo et al.,
2003). Despite the hallmark B-conformation of amyloid fibrils (Serpell et al., 1999), it
has been reiteratively shown by IR that the amide I' peaks cluster between 1630 and
1640 cm™ for B-sheet proteins whereas for amyloid-like fibrils extends from 1611 to
1630 cm™ (Zandomeneghi et al., 2004). This structural difference makes FTIR a very
suitable technique to follow fibril formation processes from all types of protein folds.

Initially, a band at 1619 cm™ has a 14 % of the amide component. This indicates
that this portion of the protein is initially aggregated. This aggregation, although
contributing slightly to the spectra, could not be skipped at the acidic pH of the
experiment, especially at the required protein concentration for the IR (5 mg/ml, 544
uM). Nevertheless, the electron micrograph obtained in the same conditions (Fig. 2.6
A, t = 0) does not show the presence of any structured amyloid fibril but rather some
irregular worm-like structures, similar to those seen previously for B,-microglobulin
(Gosal et al., 2005). These less structured fibrils presumably originate the initial band at
1619 cm™', similarly to the 1622 cm™ band previously seen for p,-microglobulin worm-
like fibrils (Jahn et al., 2008), whereas the final position at 1616 cm™ would correspond
to the more structured amyloid fibrils. This highlights the different nature of these
aggregates compared to that characteristic of the matured amyloid fibrils, and might
represent a ground state from a different aggregation pathway (Gosal et al., 2005). It is
noteworthy that inclusion bodies and thermally induced nonfibrillar agreggates also
present a band located around 1625-1610 cm™ (Fink, 1998).

The bands at 1682 and 1632 cm™ correspond to the high and low frequency
components of the antiparallel B-sheet, respectively. There is some disagreement in
literature concerning the assignment of band components between 1670-1690 cm™.
This region has classically been assigned as the high frequency component of
antiparallel B-sheets (Susi, 1969; Byler & Susi, 1986; Holloway & Mantsch, 1989), but
taken into account that more than one band component can be detected it seems more
realistic to assign this region to combined contribution of B-sheets and turns (Olinger et
al., 1986; Prestrelski et al., 1991). Some examples of more than one component in this

region are deuterated transthyretin (1675 and 1682 cm™, Cordeiro et al., 2006),
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deuterated lectin (1676, and 1691 cm™', Chehin et al., 1999), undeuterated fibronein
(1680, 1691 cm™, Hu et al., 2006), and undeuterated LDL (1673, 1683, 1693 cm™,
Gallego-Nicasio et al., 2003). It is known that deuteration of the sample slightly shifts
downwards the maxima of the components (Susi, 1969). For deuterated ADAZ2h, there
is an additional band at position 1671 cm™ that kinetically behaves in terms of position
as that showed by the high frequency component of the antiparallel B-sheet (1682 cm’
"). Therefore, it makes sense to attribute this band to B-turns. In any case, the
uncertainty in this assignment is not critical for the current study.

The typical IR-band for a-helices locates around 1650 cm™ (Arrondo et al., 1993).
Some studies have pointed out that the solvent-exposed a-helices give peak
frequencies that are lower than the characteristic frequencies for a-helices within
proteins (Reisdorf & Krimm 1996; Manas et al., 2000; Silva et al., 2002). For ADA2h it
has been located at 1647 cm™. This can be the case because the induction must be
performed at acidic pH, where the secondary structure is not the same than at neutral
pH. The far-UV CD-spectra show a clear loss in hellicity at acidic pH when comparing
with neutral pH.

The band at 1660 cm™ has been attributed in literature to coiled coils (Reisdorf &
Krimm, 1996), 31¢ helices (Arrondo & Goni, 1999) or p-turns (Byler & Susi, 1986) and is
initially assigned in this work as the end of the a-helices, specially the C-terminal of a-
helix1 of ADAZ2h, together with B-turns.

2.5.2 Nucleation and Reorganisation

It has recently been reported that the amide I’ band maximum of native -
proteins depends on the average number of strands per sheet, decreasing
wavenumbers with increasing number of strands (Zandomeneghi et al., 2004). This
feature is also suggested by ab initio calculations (Kubelka & Keiderling, 2001). A
location at 1615 cm™ was reported previously for WT-ADA2h amyloid fibrils that where
induced at 90 °C for 30 min (Villegas et al., 2000). In this study, designed to follow the
process, the temperature used was 90 °C and a final band of 1616 cm™ was reached.
Albeit this small difference in the position of the band, the sample incubated at longer
periods than this performed for the IR experiment shows by TEM the unequivocally
presence of amyloid fibrils.

The initial position of the band in the wild-type spectrum shifts upwards and
downwards very rapidly (3-4 min) revealing a decrease in the number and architecture

of the intermolecular B-strands of the initial worm-like aggregate. Once the protein is
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disaggregated, the band shifts downwards revealing an increasing number of B-strands
implied in the structure, until the final fibril is reached. It must be noted, however, that
the slope of this shifting is more pronounced between time 4-8 min than from time 8
min and on. This three-step kinetics is better observed when considering areas that
reflect the interconversion of structures and correspond to 1-disaggregation of initial
short, worm-like fibrillar material, 2- nucleation, and 3- conformational reorganisation
necessary to form the final fibril. This reorganisation was already described for ADA2h
when studying the early kinetics of B-structure acquisition from the unfolded state by
CD induced by pH-jump (Cerda-Costa et al., 2007). There are several proteins where a
conformational reorganisation of the nucleus has been reported in order to achieve
ordered fibrillation (Serio et al., 2000; Zandomeneghi et al., 2004; Plakoutsi et al.,
2005; Cordeiro et al., 2006). In addition, there is also a recent computer simulation that
indicates that hydrophobic residues are sequestered away from the solvent during the
nucleation step and that during fibril formation the oligomers undergo a process of
reorganisation driven by inter-chain hydrogen bonding interactions that induce the
formation of B-sheet rich assemblies (Cheon et al., 2007). This mechanism perfectly fits
with the data here presented for ADA2h.

For other components, the three-step transition is not as clear as for the amyloid
hallmark band, but all of them show time 4 min, and especially time 8 min, as the more
critical moments in the process. The low frequency component of the B-sheet, initially
located at 1632 cm™, shifts downwards to 1627 cm™, in good agreement with the above
mentioned differential location of IR bands for some native p-sheet proteins and
amyloid fibrils (Zandomeneghi et al., 2004), and reveal the accommodation of initial -
sheet into the fibril. Concerning a-helices, the behaviour of their band is identical to that
of the low frequency component of the B-sheet, shifting downwards from 1647 to 1641
cm™ and revealing that the complete transition of a-helices to unordered structure is
concomitant to the accommodation of initial B-sheet into the amyloid fibril.

Therefore, from the results obtained, it can be concluded that the kinetics of fibril
formation consists of a first step, that do not produce changes in the bands associated
with fibril formation but rather the disaggregation of a short, worm-like fibrillar material,
a second step where fibril is nucleated as protein partially unfolds, and finally, a
reorganisation of the protein is produced until the amyloid structure is achieved. This
final structure has a major component of B-sheet, with bands compatible with an
antiparallel distribution, plus unordered structure, a component at 1660 cm™', which
could be new B-turns, and another at 1671 cm™ compatible with B-turns directly related

to the low frequency component of the B-sheet.
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Apart from the results discussed, the 2D-COS maps allow the correlation of
bands, and shed some light to the dynamics of the process. The synchronous map
shows that the major interaction is between bands by partially unfolded a-helices and
the amyloid fibril. The spectra of the mutants present broadened bands, which could
reflect the fact that these variants are not as structured as the wild-type protein, in

concordance with their lower stability (Villegas et al., 1998).

2.5.3 Influence of aggregation propensity and stability

In a previous work, we determined the concentration-dependent rate constant
(k4, nucleation) and the independent-concentration rate constant (k, reorganisation) for
a large battery of single-residue variants, and demonstrated that it is the interplay
between stability and the propensity of a sequence to form ordered aggregates what
determines the aggregation outcome for a protein (Cerda-Costa et al., 2007). In the
work here presented, wild-type (WT, k; = 0.40 s™), a slowly aggregating mutant (123V,
k, = 0.14 s™), a rapid aggregating mutant (N58A, k; = 0.86 s™) and a non-prone to
aggregation mutant (F65A, k; = 0.00 s™), have been chosen to study the process of
amyloid fibril formation by IR. The induction by temperature has been performed from
the folded state at acidic pD in order to evaluate the combined contribution of stability
and aggregation propensity.

Initial area of band around 1619-1616 cm™ of each variant inversely correlates
with stability for all of the variants, except for N58A, the more prone to aggregation,
demonstrating that the destabilisation of the native state with respect to the
aggregation intermediate ensemble is coupled with an increasing propensity to non-
fibril aggregation. In the case of mutant N58A, its tendency to aggregate originates a
higher initial area of this hallmark band.

At time zero all of the variants, with the exception of 123V, form clear worm-like
structures as seen by TEM. The lack of these structures for 123V at time zero could be
related to its ability to form non-native interactions during the transition state of its
folding reaction (Villegas et al., 1998). It is remarkable the definition of such structures
for the most unstable mutant, F65A, reinforcing the idea that worm-like structures
correspond to a ground state that is easily reached from partially unfolded proteins.
This ground state is in direct competition and favoured respect to amyloid fibril
formation in our initial experimental conditions (Gosal et al., 2005), until the thermal
denaturation facilitates the formation of amyloid fibrils, presumably by allowing the

exposition of buried parts of the domain important for driving the nucleation process.
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This reflects that ADA2h would follow the refolding model among the monomer
structural reorganisation models proposed by Eisenberg et al. (Nelson & Eisenberg,
2006).

In spite of the differences observed for wild-type ADA2h and its mutants, their
aggregation processes all culminate in the formation of amyloid-like fibrils with

equivalent characteristics.
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3.1 SUMMARY

The observation that activation segments of procarboxypeptidases are rather
long compared to pro-regions of other zymogens points out the possibility that they
could play additional functions apart from preserving the activation of the proenzyme
and helping in its folding process. In the present work, we have compared the overall
pro-domain tertiary structure with several proteins belonging to the same fold in SCOP
by using structure and sequence comparisons. The best score has been obtained
between ADA4h and human U1A protein from the U1 snRNP. Structural alignment has
revealed the existence of RNP 1 and RNP 2 related sequences in ADA4h. After
modelling ADA4h on U1A, the new structure was used to extract a new sequence
pattern characteristic for important residues at key positions. The new sequence
pattern allowed scanning protein sequences to predict the RNA binding function for 32
sequences undetected by Pfam. Unspecific and specific EMSA experimentally validate
the ability of ADA4h to bind RNA, although competitor tRNA abolished most of the
interaction. The fact that key residues in preventing activity within the proenzyme are
also key residues for RNA binding might induce ADA4h domain to evolve from the

canonical RNP1 and 2 sequences.

165






Chapter 3

3.2 INTRODUCTION

Carboxypeptidases (CPs) are proteases that hydrolyze C-terminal peptide bonds
from peptides and proteins. A relatively large number of different carboxypeptidases
exists, covering a variety of specificities and complementing each other when acting in
the same location (Vendrell et al., 2004).

The most used classification of proteases can be found at the MEROPS
database (Rawlings et al., 2006) in which metallocarboxypeptidases belong to the M14
family. The M14 family can be divided into two different subfamilies according to their
sequence homology, the N/E subfamily and the A/B subfamily.

The A/B subfamily has been the most studied one, with the bovine
carboxypeptidase A (CPA) as the reference model. It comprises enzymes produced as
zymogens, having an N-terminal activation segment (or pro-region), about 95 residues
long, which inhibits the enzyme activity until it is released due to limited proteolysis.
They are usually synthesized in the pancreas and transported to the gut where they
participate in food processing; nonetheless, some members like CPU and CPA3 are
originated in other tissues and act in alternative processes such as blood coagulation
(Hendriks, 1998) or anaphylactic and inflammatory responses (Springman et al., 1995),
respectively.

The activation segment, or pro-region, found in the A/B subfamily is remarkably
long, constituting one fourth of the entire proenzyme. It is composed by an activation
domain (AD), with a globular fold independent from the catalytic domain, and a
connecting a-helix that covalently holds them together.

The sequence similarity of the different CPs pro-regions is quite low (20 to 50%),
being the residues involved in the enzyme inhibition the most conserved ones;
however, they share an almost identical o+ topology formed by two a-helices and four
B-strands arranged in an open sandwich conformation. As a result, all the activation
domains with a resolved 3D structure belong to the same family in the Structural
Classification Of Proteins (SCOP) database (Pancreatic carboxypeptidase, activation

domain, Murzin et al., 1995; http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/).

The fact that the activation segments are relatively long compared to pro-regions
of other zymogens opened some questions about the possibility that they could play
other functions apart from preserving the activation of procarboxypeptidases. Folding
studies performed in ADA2h showed an extremely fast two-state kinetics (Villegas et
al., 1995), suggesting that ADs could assist in the proenzyme folding. Supporting this

hypothesis, recombinant expression of various forms of CPs in the methylotrophic
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yeast Pichia pastoris have been proved unsuccessful, whereas the proenzyme forms
can be produced at high yields.

One of the first set of experiments studied the possible Ca?* binding properties,
since some structural similarity with the EF-hand protein family had been found
(Vilanova et al., 1988). No significant results regarding Ca?* binding were obtained and,
later on, the similarity was also discarded using bioinformatic sequential and structural
approaches, although some homologies with the complement factor B were proposed
(Vendrell et al., 1989).

In the present work, we have compared the overall pro-domain tertiary structure
with several proteins belonging to the same fold in SCOP using structure and
sequence comparisons. The sequence alignment derived from the structure
comparison was used to extract a sequence pattern characteristic for important
residues at key positions. The sequence pattern was further used to scan protein
sequences to detect RNA binding proteins. Subsequently, we tested experimentally the

RNA binding capability of ADA4h in order to confirm our prediction.
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3.3 MATERIALS AND METHODS

3.3.1 Bioinformatics

The search of remote homologs of ADA4h was performed with PSI-BLAST
(Altschul et al., 1997) using the BLOSUM45 matrix and three iterations. The most
similar sequences were obtained from Uniprot database (Bairoch et al., 2005) on the
first iteration. The first non-carboxypeptidase protein was included in the second
iteration in order to obtain remote homologs of ADA4h and the third iteration was used
for convergence.

The 3D structure of ADA4h was extracted from the structure of the human
procarboxypeptidase A4 (code: 2boa; Garcia-Castellanos et al., 2005) retrieved from
the PDB (Berman et al., 2000). ADA4h belongs to the pancreatic carboxypeptidase,
activation domain family, in the fold of the ferredoxin-like, from SCOP (Murzin et al.,
1995). All proteins with similar fold were retrieved from PDB and all protein domains
with these folds were extracted from them. The program Structural Time series
Analyser Modeller and Predictor (STAMP) (Russell & Barton, 1992) was used to
superimpose AD folds and compare their structure by means of the root mean square
deviation (RMSD).

The capability of ADA4h of changing the orientation of some of its loops to
simulate the function of a different family of the same ferredoxin-like fold was tested via
comparative modeling using MODELLER (Sali & Blundell, 1993) and the selected
templates from the ferredoxin-like fold.

Inside this fold there are many proteins with functions unrelated to the
carboxypeptidase precursor. Among them, many belong to several superfamilies with
nucleotide recognition function. Particularly, one superfamily whose function is related
with RNA binding and that can be identified by an RNA recognition motif (RRM). This
motif is defined in PROSITE (Hulo et al., 2006) by means of two sequence signatures
named RNP1 and RNP2, separated by about 30 residues and it is supposed to bind
single-stranded RNA. Due to the structural similarity of ADA4h and the proteins of the
families that contained this motif, we were able to identify similar sequence patches
(RNP1 and RNP2) in ADA4h separated by approximately 30 residues. Previous work
has shown the possibility to infer functional relationships within the same SCOP fold by
distant homology (Aloy et al., 2002) and the importance of functional loops to imprint a
particular function (Espadaler et al., 2006). Therefore, we hypothesize a new motif
based on the sequences RNP1 and RNP2 of RRM that could also include the
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sequence patches of ADA4h. The new motif was tested by searching with ScanProsite

(de Castro et al., 2006) proteins containing the new motif in Uniprot database.

3.3.2 Materials
The MEGAscript® T7 Kit for transcription, the RNase inhibitor Superaseln and the

RNase decontamination solution RNaseZAP® were obtained from Ambion. The RNA
purification columns Micro Bio-Spin were purchased from Bio-Rad, the [a-**P]JUTP from
GE Healthcare, and the C-UVette® DNase RNase Protein-free from Eppendorf. Primers
were synthesized by Roche Molecular Biochemicals; all other chemicals were obtained
from SIGMA.

3.3.3 Cloning and Expression

ADA4h was cloned into the pET-30 Xa/LIC vector from Novagen resulting in an
N-terminal His-tagged protein. The recombinant vector was then transformed into the
Escherichia coli strain BL21 (DE3), and the obtained clones were screened for
positives.

Cells were grown and induced as described previously (Viguera et al., 1997) and
ADA4h was purified from the intracellular soluble fraction using a nickel-sepharose. A
60 mM imidazole wash was applied once the sample was loaded and the column was
re-equilibrated, followed by an elution step with 300 mM imidazole. The elution
fractions containing His-tagged ADA4h were dialyzed overnight against bind buffer,
and were again applied to a nickel-sepharose in a batch manner. Nickel sepharose-
bound protein was digested overnight at room temperature with the necessary amount
of Factor Xa, in order to eliminate the His-tag. The protein was recovered in the
supernatant and kept at 0 °C in 50 mM Tris-HCI 0.5 M NaCl pH 8.0. The identity of the
protein was confirmed using MALDI-TOF mass spectromety and N-terminal

sequencing.
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3.3.4 In vitro transcription of RNA
An RNA probe carrying two copies of the U1A-binding motif from stem-loop Il of

U1 snRNA hairpin (Allain et al., 1997) was synthesized by in vitro transcription and

named as bipolar-stem loop:

999AgggUUAACAUUgCACUCCgUUgUCCAUCCCAAAAAAAAAAAgggUUAACAUU
gCACUCCguUuUguccC

The online program OligoAnalyzer 3.0 from Integrated DNA Technologies

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) was used to

test secondary structure (Fig. 3.1).

Figure 3.1: Two-dimensional structure of the RNA probe designed to test for ADA4h RNA-
binding ability. The structure was generated with OligoAnalyzer 3.0 from Integrated DNA
Technologies®.

In order to obtain the mentioned RNA probe, a direct primer carrying the T7 RNA
polymerase promoter (shown in bold) was designed partially-overlapping with the

reverse one:

5-TAATACGACTCACTATAGGGAGGGTTAACATTGCACTCCGTTGTCCATCCCAAAAAAAAA-3

5’-GGACAACGGAGTGCAATGTTAACCCTTTTTTTTTTTGGGATGGACAACGG-3’

Both primers, 1 nmol of each one, were incubated with 4 U of Klenow and 0.6
mM dNTPs at 37 °C for 1h, and the enzyme was inactivated afterwards at 65 °C for 10
min. The DNA was then analyzed in a 2% agarose gel and quantified.

In vitro transcription reactions were performed essentially as indicated in the
MEGAshortscript® T7 Kit. The reaction was performed in 10 pl, using a 1:10 ratio for
UTP respect to other NTPs, adding 40 uCi of [a-**P]JUTP, and incubated at 37 °C for 2
h. A second in vitro transcription in absence of [a-*P]JUTP was carried out as indicated

in the kit instruction manual and used as cold probe. The amount of DNA template
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used in both reactions was 125 nM. In both cases, after the transcription reaction 10 U
of RNase-free DNasel were added and the mixture was incubated for 15 min at 37 °C.
The obtained RNA was then purified using Bio-Rad Micro Bio-Spin columns P-30 Tris
RNase-Free. The unlabeled RNA was quantified by UV-spectrometry using C-UVette®

DNase RNase Protein-free and the radioactive probe by scintillation counting.

3.3.5 RNA Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)

25 fmol of labeled RNA were incubated in a final volume of 10 pl for 20 min at
room temperature with the indicated amounts of protein (Fig. 3.6) in a buffer containing
10 mM HEPES pH 7.4, 25 mM potassium acetate, 2.5 mM magnesium acetate, 0.5%
Igepal CA 630, 5% glycerol, 1 mM dithiothreitol and 1 U/ul of Superaseln (Tang &
Curthoys, 2001). Yeast tRNA were also added in competition assays (0.5 ug of tRNA;
ratio probe:competitor 1:2 x107).

RNA probes were previously heated at 95 °C in order to disrupt their secondary
structure and left 5 min on ice so that their proper conformation was finally achieved.
EMSA were performed using one-phase 5% polyacrylamide gels with TBE buffer (90
mM Tris-HCI pH 8.5, 110 mM boric acid, 2 mM EDTA) as running buffer and were left
at 60-70 V for 90 min. The gel was then fixed with 20% ethanol, 10% acetic acid, for 30
min, introduced in a plastic-bag and visualized using a Personal Molecular Imager (Bio-
Rad).
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3.4 RESULTS

3.41 ADAA4h particularities

First of all, a computational characterisation of the available activation domains
(ADs) was carried out using online tools such as ProtParam (Gasteiger et al., 2005)

from the Expasy webpage (http://www.expasy.org/tools/protpar-ref.html) (Table 3.1). All

domains show a conserved length, although its composition is quite different. The pl for
all domains is below neutrality; nonetheless, ADA4h presents a fairly basic pl (9.30)
compensated by a highly acidic connecting helix. Thus, the entire activation segment
retains an acidic pl, similarly to the other procarboxypeptidases. Apart from ADA4h,
only the ADs of the recently described procarboxypeptidases A5 and A6 and the AD
from PCPU approach neutrality (Barbosa Pereira et al., 2002; Wei et al., 2002).

Table 3.1. Summary of the theoretical isoelectric points for the different activation domains
of the A/B subfamily carboxypeptidases. The theoretical pl have been calculated using the
program ProtParam from the Expasy webpage.

Activation domain iso-l;e';:c?t:'?ct:i;ilint
ADA1h 4.83
ADA2h 4.37
ADA3h 5.23
ADA4h 9.30
ADA5h 6.79
ADAGh 6.10

ADBh 5.42
ADUh 6.04

The basic character of ADA4h and its aggregation tendency made its purification
rather difficult.
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3.4.2 Structural search

We found a significant sequence alignment (e-value 1e-17) using Position-
Specific Iterated Basic Local Alignment Search Tool (PSI-BLAST) between ADA4h and
U1 SNP1-associating protein (Q03714), a U1 type yeast protein involved in mRNA
splicing.

The structure of ADA4h was assigned to the SCOP family pancreatic
carboxypeptidase, activation domain within the ferredoxin-like fold. On the other hand,
the U1 SNP1-associating protein (Q03714) was not found in the Protein Data Bank
(PDB), therefore we modeled its structure using MODELLER and the structure of one
of the members of the U1 small nuclear ribonucleoprotein A (U1A) family, the human
U1 small nuclear ribonucleoprotein A (P09012) which structure is found with code
1M5Kc in the PDB (Rupert & Ferré-D'Amare, 2001), as template. The model was
evaluated with Prosall (Sippl, 1993) and was energetically favourable, suggesting that
both sequences share the same structure (see supplementary material). Consequently,
the domain of U1 SNP1-associating protein was assigned to the canonical RNA
binding domain (RBD) SCOP family, also on the ferredoxin-like fold.

The structure of human U1 small nuclear ribonucleoprotein A (U1A) was
superimposed with ADA4h. This superimposition allowed us to allocate the RNA
molecule, co-crystallized with U1A in 1M5Kc, and to assume the putative binding
between RNA and the activation domain of human procarboxypeptidase A4 (Fig. 3.2
B).
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Ula ———-TRPNHTIY INNLNEKIKKDELKKSLHAIF-SRFGQILDIL-VSRSLKMRGQ
ADA4h RN--GDEISK-LSQLVNSNN-LKLNFWKSPSSF-

Ula KEVSSATNALRSMQGFPFYDKPMRIQY-AKTDSDI-IAKM

ADA4h P-SVSLOAF-KSFLRSQ----GLEYAVTIE-D--LQ----

[ILV]-[FYR]-[ILV]-x(0,1) -N-[L,V]
[RK]- - [FYP]-[GAV]-[FYD]-[ILV]-x-[FYV]

Figure 3.2. Structural superposition of ADA4h and U1A. (A) Sequence alignment derived from the
structural superposition. The RNP regions of U1A are emphasized in yellow. RNP1 and 2 regions stand
out in red and blue for ADA4h. The PROSITE pattern description is shown below the alignment and
modifications from the original pattern are underlined. (B) Superposition of structures obtained from the
structural alignment of the activation domain of human procarboxypeptidase A4 (in blue) with the RNA-
binding protein U1A (in red). RNP regions of both structures are highlighted in yellow. (C) Structural
alignment of RNA-binding protein U1A (in red) and the structural model of ADA4h (in blue) using the

structure of U1A in 1M5Kc as template. RNP regions of both structures are highlighted in yellow.

Although the superimposition shows a putative binding region between ADA4h
and RNA with two sequence patterns similar to the RNA Recognition Motif (RRM) of
U1A (Fig. 3.2 A), there are conformational restrictions to accommodate the backbone
chain of ADA4h to perform similar binding. The major differences between both
backbone conformations are found in loops 1 and 3. We postulate that the orientation
of these loops is dependent on the partner molecule that interacts with ADA4h, where
the actual conformation of ADA4h binds the catalytic domain within
procarboxypeptidase A4 while on the interaction with RNA it adopts a conformation
similar to U1A. In agreement with this hypothesis, the main motion of the binding region

was also correlated with the RNP1 and RNP2 sequences patches in loops 1 and 3 in a
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previous work (Gargallo et al., 2003). In order to test this hypothesis, we modeled
ADA4h using the conformation of U1A as template and the structural alignment of the
the putative RNA-binding

corresponded to the RRM patterns of U1A. The new conformation of ADA4h was

superimposition where regions found on ADA4h
evaluated with the pseudo-energies of Prosall (Sippl, 1993). According to these
statistical potentials, the modified orientation of loops 1 and 3, whose flexibility has
been described before (Mittermaier et al., 1999) was energetically possible but not
favourable (Fig. 3.3).
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Figure 3.3. Evaluation of the structure of ADA4h modeled with the conformation of U1A. (A)
Comparison between the pseudo-energy of U1A (dashed line) and the sequence of ADA4h thread on the
structure of U1A (solid line), labeled as modeled ADA4h (ADA4h mod). Labels loop1 and loop3 contains
the region of the evaluated model corresponding to each loop and confirms that the conformational change
is possible. (B) Comparison between the original structure of ADA4h (dashed line) and the sequence of
ADA4h thread on the structure of U1A (solid line).

We further compared the disposition of the side-chains of ADA4h in the binding
region with the RRM residues of U1A to check whether they may perform similar
binding with RNA (Fig. 3.4 A and B and 3.5 A and B). The comparison shows a
comparable set of interacting residue-base pairs: in particular Tyr 13 of U1A interacts
through a 1 interaction with the base C40 of RNA that can be emulated by the
guanidine group of Arg 11 of ADA4h. Also, Phe 56 of U1A has an aromatic stacking
with A41 of RNA (Nagai et al., 1995), that would be weakened if the interaction is
carried out by Asp48 of ADA4h (see further discussion).
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Figure 3.4. Interactions between RNA and U1A that can be done by ADA4h. (A) The stacking
interaction performed by GIn54 of UTA (RNP1) with G39 of the RNA (3.15A) can not be carried out by
Pro45 from ADA4h. (B) The hydrogen bond interaction of Arg52 of UT1A (RNP1) with A36 (3.67A) is also
performed by Arg45 in ADA4h (4.52A). (C) The interaction of Phe56 of U1A (RNP1) with A41 of the RNA
(3.68A) can not be performed by Asp48 in ADA4h (4.37A). (D) The T interaction between Tyr13 of U1A
(RNP2) and C40 of the RNA (3.52A) can be carried out by Arg11 of ADA4h (4.09A).
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ADA4h m
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Figure 3.5. Interactions between RNA and U1A that can be done by the sequence of ADA4h
threaded on the structure of U1A (ADA4h m). The change of loop orientation of the original structure of
ADA4h improves some putative interactions with RNA. (A) The stacking interaction carried out by GIn54 of
U1A (RNP1) with G39 of the RNA (3.15A) can not be done by Pro45 from ADA4h. (B) The hydrogen bond
interaction between Arg52 of UTA (RNP1) and A36 of the RNA (3.67A) can be carried out by Arg45 in
ADA4h (5.06A). (C) The stacking of Phe56 of UTA (RNP1) with A41 of the RNA (3.68A) can not be
performed by Asp48 in ADA4h (4.01A). (D) The T interaction carried out by Tyr13 of UTA (RNP2) with C40
(3.52A) can still be done by Arg11 of ADA4h (2.23A).
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3.4.3 Pattern discovery

From the structural alignment, a pattern was identified performing the RNA
recognition function. The RRM identified in 1M5Kc has been described as a
combination of two regions (RNP1 and RNP2) in PROSITE. According to the sequence
comparison from the structural alignment, these two regions present variants of the
original sequences of U1A in the ADA4h sequence (Fig. 3.2 A). Furthermore, both
regions are structurally located in the same position according to the structural
alignment (Fig. 3.2 B and 3.2 C). Consequently, we propose a new RRM pattern that
would characterise a putative binding of RNA.

The new RRM pattern was defined by variations on the sequences of RNP1 and
RNP2 regions (Fig. 3.2 A). A PROSITE SCAN (de Castro et al., 2006) search was
performed on Uniprot database to find all sequences matching the new maotif.

Table 3.2 shows the distribution of functions of the 70 new sequences found on
Uniprot using the new RRM motif but not the original PROSITE RRM motif.

Table 3.2. Functional distribution of the new sequences found with the modified RNA
recognition motif. The first six functions, excluding procarboxypeptidase precursor, are related
with nucleotide recognition. It must be noted that 75% of the new sequences found with the
modified RRM are related with this function.

Function found Frequency (%)
Carboxypeptidase precursor 2
Nucleolin 34
Splicing factor 10
RNA binding 16
Nucleotide binding 13
DNA helicase 2
Polysaccharide biosynthesis 1
Dyoxigenase 4
Transmembrane component 1
Hypothetical protein 17

A total of 48 sequences out of this 70 were aligned with the RMM_1 motif from
Pfam (Finn et al., 2006) under an e-value threshold of 10°. Moreover, the RRM_1 motif
aligned with our motif only for 35 of these 48, while for 13 the alignment was located on
a different position of the sequence. Consequently, the new pattern described by us

predicts the RNA binding function for 32 sequences undetected by Pfam and may
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imply a different binding behavior for 13 known RNA-binding proteins, while 50%
confirmed the expected function of our new pattern.

Besides, 52 sequences out of these 70 perform functions involving RNA binding
according to the information extracted from Swissprot. This implies that we have found
an explanation for 4 sequences that could not be described by using Pfam. Finally, of
the remaining 18 proteins, 5 contributed to functions unrelated with nucleotide binding
and 13 had unknown function. ADA4h was among the 5 proteins unrelated with RNA-
binding, according to Uniprot labelled functions. The corroboration of our prediction
would imply that: 1) a new RMM motif type for RNA binding would be possible; and 2)

ADA4h would have a moonlightning undetected function.

3.4.4 RNA Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA)

The purified ADA4h protein was tested for RNA binding activity using the U1A
binding-motif of stem-loop Il of U1 small nuclear RNA (snRNA) (Allain et al., 1997). A
70 mer RNA probe, named as bipolar-stem loop, was designed carrying two copies of
the target motif. The presence of the correct secondary structure shown in Fig. 3.6 was
checked by using the online program OligoAnalyzer 3.0 from Integrated DNA
Technologies®. A free energy of -18.9 kcal/mol is calculated for this secondary
structure.

The recently found yeast (C-crystalline (ZTA1p), an RNA binding protein
(Fernandez et al., 2007), and bovine serum albumin (BSA) were used as positive and
negative controls, respectively (Fig. 3.6). A small amount of radioactivity was found in
the shifted band which concomitantly increases with the concentration of protein (lanes
3-5) and was not present in the negative control (lane 2) neither when the cold probe
was added as competitor in a ten fold excess (lane 1).

Another experiment with competitor tRNA was carried out in order to check the
ADA4h specificity for the bipolar-stem loop (Fig. 3.6), and, although the shifted band is
not as clear as in the EMSA without competitor tRNA (Fig. 3.6), still some shift can be
observed (see lanes 3-4). The shifting also decreases for yeast (-crystalline as
expected (lane 5).

These results confirm that ADA4h has RNA binding ability, although does not

show a strong specificity for the bipolar-stem loop designed in this work.
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Figure 3.6. Unspecific and specific Electroforetic Mobility Shift Assay (EMSA). (A) Unspecific EMSA. Where (%) ng. (°) fmol. Lane 1: ADA4h + cold probe. Lane 2: protein
negative control (BSA). Lanes 3-5: increasing amounts of ADA4h + hot probe. Lane 6: increasing amounts of positive control protein (yeast {-cristalin) + hot probe. (B) Specific
EMSA. (%) ng. (b) fmol. All lanes contains 0.5 pg of competitor tRNA. Lane 1: protein negative control (BSA). Lanes 2-4: increasing amounts of ADA4h + hot probe. Lane 5: protein
positive control (yeast C-cristalin) + hot probe. Lane 6: ADA4h + cold probe. In both cases, part of the free probe was left to escape the gel in order to appreciate the faint retarded
band. The secondary structure of the bipolar-stem loop is indicated between them. The structure was generated with OligoAnalyzer 3.0 from Integrated DNA Technologies®.
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3.5 DISCUSSION

3.5.1 Definition of RRM
The RNA Recognition Motif (RRM) is one of the most abundant in eukaryotes,

and is estimated to be present in 2% of the human gene products (Maris et al., 2005).
Initial biochemical studies on poly(A)-binding protein (PABP) and hnRNP protein C
defined a consensus RNA binding domain of about 90 residues containing a central
sequence of eight conserved residues (Adam et al., 1986; Swanson et al., 1987). The
sequence [RK]-G-[FY]-[GA]J-[FY]-[ILV]-X-[FY] was referred as RNP1 when a second
consensus sequence, [ILV]-[FY]-[ILV]-X-N-L, was found in the N-terminus (Dreyfuss et
al., 1988). RNP2 is less conserved and shorter that RNP1. RNP1 contains mainly
aromatic and basic residues whereas RNP2 is rather hydrophobic.

The search for structures related to ADA4h fold has rendered as the best score
the U1A RNP (1M5Kc). RNP2 of U1A fits perfectly in the consensus with the sequence
IYINNL. In the case of ADA4h, the RNP2 aligned sequence corresponds to: LRI-NV.
The differences respect to the consensus sequence are labeled in italics and
underlined. In position 2, there is an Arg instead of Phe/Tyr, although the aliphatic
nature of Arg could also allow some extend of hydrophobic packing. Moreover, this
Arg11 is interacting with Pro46 by a hydrogen bond, as does Tyr13 with GIn54 in the
U1A protein (Jessen ef al., 1991). Position 4 is deleted in ADA4h sequence, lacking the
consensus Asn but it is followed by another Asn. In position 6 we have a Val instead of
a Leu, as is the case for Y14 and U2AF35 RRMs (Maris et al., 2005). Albeit these
differences, the sequence conserves four out of six residues and is quite similar to the
RNP2 consensus sequence.

RNP1 sequence of U1A is RGQAFVIF, where GIn does not correspond to Phe
neither Tyr. This particular GIn, GIn54, stacks on G42 of the Polyadenilation Inhibition
Element (PIE) RNA in the crystal structure of the complex, performing the same
function as any Phe or Tyr (Allain et al., 1997). In the case of ADA4h, the
corresponding sequence is R-PVDVLYV, showing the lack of residue 2. Although just 3
residues out of 8 are strictly conserved, it could be considered that Val47 and Asp48
are not so different to [GA]-[FY] of the consensus sequence. In fact, an equivalent Val
is found in PABP and in U2AF35 RNP1 sequences, and also an equivalent Asp is
found in ALY RNP1 sequence (Maris et al., 2005). Finally, residue at position 8 is not
conserved as is the case for the polypyrimidine tract binding protein (PTB) RNP1
sequences A and C, LA, PABP and Nucleolin RNP1 sequence B (Maris et al., 2005).
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Taking all these criteria into account the sequence of RNP1 of ADA4h approaches to
the consensus except for the lack of Gly in position 2.

It is important to note three different general features of RNA binding domains.
Firstly, although some conserved aromatic residues are always found at the interface
of the complex, the topology of the bound RNA is characteristic of each complex solved
and the sequence-specificity can not easily be predicted. Secondly, RRMs that bind
RNA show a wide spectrum of affinities. And finally, some RMMs are specific for
protein binding rather than for RNA binding, suggesting that some RRM might have
evolved from RNA to protein recognition (Kielkopf et al., 2004).

According to these feature, Gly is a relevant residue of several nucleotide
recognition motifs such as RRM (DeAngelo et al., 1995; Kim et al., 1997).
Nevertheless, in our predicted RRM pattern this Gly residue is lost. Therefore, we have
to deeply analyse the importance of Gly on the recognition and binding of RNA. Firstly,
it is clear that the fact that Gly has not a side-chain indicates that this residue has to be
involved in the flexibility and length of the pattern, improving the interaction or
facilitating the specificity. Would that mean that the loss of Gly implies the loss of the
RNA binding activity? The fact that our modified RNP1 motif was aligned several times
(50% correctly aligned) with the RRM Pfam’s domain shows that this is not the case.
Moreover, the prediction of the putative function for new proteins and the experimental
validation for one of them, clearly answers the question. Therefore, the role of Gly in
the traditional RRM motif is to facilitate the binding, but this can still be plausible by
conservation of other key residues, in particular positively charged and aromatic

residues.

3.5.2 Binding specificity of U1A

U1A protein tertiary structure has been obtained in solution in complex with one
of its specific RNA, the PIE from its pre-mRNA (Allain et al., 1996; Allain et al., 1997).
The determinants for binding have been analyzed in detail and compared to those of
the previously known crystal complex with stem loop Il from U1-snRNA (Oubridge et
al.,, 1994). The complex with stem loop Il was also solved by nuclear magnetic
ressonance (NMR). In both cases intermolecular recognition required conformational
changes in the protein, shifting loop 3 and the C-terminal extension, and in the RNA,
kinking it by induced fitting.

The general fold for U1A is a four-stranded p-sheet flanking on one side by two

a-helices. The complex for PIE shows B-sheet surface interacting with the bases
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whereas the phosphate backbone points towards the solvent, away from the protein.
This implies that electrostatic interactions are not determinant for binding and that
hydrophobic contact must be regarded as the main force fitting together both
molecules. This is also the case for stem loop II.

PIE and stem loop Il have a 7 nucleotide sequence that interacts with the B-sheet
and the C-terminal extension of UTA. The RNP1 and RNP2 sequences of the p-sheet
interact with this ssRNA in loop conformation. These interactions are also shown by
other RNA protein complexes, and are mainly responsible for unspecific contacts. The
fact that ADA4h contains RNP1 and RNP2 related sequences could account for the
experimentally observed binding to bipolar-stem loop constructed in this work. Tyr13,
GIn54 and Pheb56 of U1A are stacking against the hydrophobic bases, and correspond
to Arg11, Pro46 and Asp48 in ADA4h. Arg11 preserves the stacking interaction carried
out by Tyr13, while the stacking of GIn54 with G39, which is likely to be specific for the
interaction of UTA with PIE RNA (Allain et al., 1997), can not be formed with Pro46.
The stacking interaction of Phe56 with A41 can also be carried out by Asp48, although
weakened. On the other hand, we hypothesize that the replacement of A41 by guanine
would vyield a putative salt bridge with Asp48 (Fig. 3.4 and 3.5). Finally, two
hydrophobic interactions are important for U1A, Ser46 and Lys88; Pro40 and Glu75 of
ADAA4h align to them, respectively.

Concerning the contacts with the dsRNA structure, loops 1 and 3 are the ones
interacting, and have been pointed out as the key residues for specificity. An important
region in U1A is an unusual cluster of 6 basic residues. Lys20 is found aligned to
Asn16 of ADA4h but is preceded by Arg15, a residue more basic than Lys. Lys22 and
Lys23 have no basic counterpart in ADA4h. Although nor Arg47 neither Lys50 align
with Lys38 of ADA4h, all they are located in loop 3 near to the RNA-binding interface.
Finally, the most important basic residue in U1A and characteristic of RNP1, Arg52,
perfectly aligns to Arg45 in ADA4h. Specificity in these loops is not a common feature
of all RRM, since its size and distribution of basic amino acids is quite variable (Burd &
Dreyfuss, 1994). Thus, it is fairly possible that ADA4h, with a cluster of 3 basic residues
in loops 1 and 3, uses this mechanism for molecular discrimination to a different extent
than U1A does.

Loop 3 is the most variable segment between RRM, and in the case of U1A
complex is determinant for specificity. However, important residues in U1A have his
counterpart in ADA4h: Arg52 (Arg45 in ADA4h) contributes with several hydrogen
bonds and packs against Leu49 (Phe43 in ADA4h) and the pair CG closing the
structure of the RNA. The residues positioning the dsRNA portion are Ser46 (Pro40 in
ADA4h), Ser48 (Ser42 in ADA4h), Leud49 (Phe43 in ADA4h), and Arg52 (Arg45 in
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ADA4h). This can account for the inability of 0.5 ug of competitor tRNA to totally
abolish the complex between ADA4h with 25 fmol of bipolar-stem loop RNA, a ratio of
2x 10":1, in the EMSA.

3.5.3 Moonlighting function for ADA4h

Apart from the relevance in the folding process, the known function for the
activation domains of carboxypeptidases is the inhibition of the enzyme in the
proenzyme form. The contacts in the crystal structure between ADA4h and its enzyme
moiety involve one residue of RNP2 (Arg11), three residues corresponding to B-strand
2 (Asn35, Phe36, and Trp37) and one located in loop 3 (Lys38) of the domain (Garcia-
Castellanos et al., 2005). The fact that important residues for inhibition are located in
the same region determinant for RNA binding might induce ADA4h domain to evolve
from the canonical RNP1 and 2 sequences. This hypothesis is based on the
suggestion that some RRM might have evolved from RNA to protein recognition
(Kielkopf et al., 2004), as previously mentioned. It is likely that among the activation
domain of procarboxypeptidases, ADA4h is the one that better conserves RNA binding
properties. Apart from the structural approach presented in this work pointing out
ADA4h as related to RNA binding proteins, it is noteworthy that ADA4h shares about
20% of homology with U1A, whereas ADA2h and ADB only share 11 and 3%,
respectively, as determined using the multiple sequence alignment program
CLUSTALW (Chenna et al., 2003).

hPCPA4 is a procarboxypeptidase mainly expressed in cancerous prostate, brain
and during development. Its gene is subject to genomic imprinting and its regulation is
due to histone hyperacetilation, as observed in sodium butyrate treatment of androgen-
independent prostate cancer PC-3 cell lines (Huang et al., 1999), that lead to growth
inhibition. Very low expression has been found in pancreas or other normal tissues.
Recently, some proteins involved in different processes such as metabolism have been
proved to bind RNA, participating in regulatory mechanisms (Ciesla, 2006). Although
further experiments have to be performed, this could also be the case for ADA4h as
pointed out in this work, where fold homology has revealed as a suitable tool for

predicting protein function.
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Annex to chapters

The first chapter of this thesis has been done in collaboration with Dr. Luis
Serrano’s group at the European Molecular Biology Laboratory (EMBL). The 17
mutants corresponding to the previous studies of the transition state of the
folding pathway of ADA2h had been constructed by Dr. Sandra Villegas. The
electron microscopy assays have been performed by Dr. Alexandra Esteras
Chopo at EMBL.

The second chapter has been done in collaboration with Dr. José Luis
Rodriguez Arrondo at the Unidad de Biofisica, Centro Mixto CSIC/UPV-EHU, in
Bilbao. The infrared spectroscopy experiments have been carried out in tandem
with Igor de la Arada at UPV.

The bioinformatics part of the third chapter of this thesis has been executed in
collaboration with Dr. Baldo Oliva’s group from the Laboratori de Bioinformatica
Estructural (GRIB), at Universitat Pompeu Fabra - Institut Municipal
d’Investigacié Médica (IMIM), in Barcelona, in tandem with Jaume Bonet. The
RNA binding assays were performed in collaboration with Dr. M. Rosario
Fernandez from the Yeast metabolism and molecular biology group, at

Universitat Autbonoma de Barcelona.
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La present tesi ha estat centrada principalment en l'estudi de dos dominis
d’activacié de procarboxipeptidases humanes, enzims extensament caracteritzats pel
nostre grup de recerca, tant des d’un punt de vista funcional-evolutiu com de la seva
utilitat com a model d’agregacio proteica. Tot i que I'objecte d’estudi sempre han estat
dominis d’activacio, aquesta tesi conté dues parts lleugerament independents: els
estudis de l'agregacié del domini d’activacié de la procarboxipeptidasa A2 humana
(ADAZ2h) per dicroisme circular i espectroscopia d’infraroig, presentats en el primer i el
segon capitols d’aquesta tesi, respectivament, i I'estudi d'una possible funcio

alternativa per part d’ADA4h, presentat en el tercer capitol.

Els dominis d’activacié (AD) de les procarboxipeptidases humanes només es
troben a la subfamilia A/B de procarboxipeptidases, on s’hi inclouen les
procarboxipeptidases pancreatiques, els enzims més caracteritzats de tota la familia
(Vendrell et al., 2004). Aquests dominis son estructures relativament grans, d’'uns 80
residus, que inhibeixen el domini catalitic de I'enzim mitjangant contactes amb el seu
centre actiu. L’activitat d’aquestes carboxipeptidases ha d’adquirir-se mitjancant el tall
produit per una proteasa especifica a I'hélix que connecta el domini d’activacié amb el
domini catalitic, amb la conseguent eliminacioé del primer. Tots els dominis presenten
una estructura tridimensional molt conservada del tipus antiparal-lela-a/antiparal-lela-f3
en forma de sandvitx obert, amb només pocs trets diferencials entre les formes A i B
(Reznik i Fricker, 2001; Vendrell et al., 2004). No obstant, les sequéncies
aminoacidiques dels dominis d’activacié es troben més allunyades entre si que no pas
les seves estructures (Aloy et al., 1998). Els dominis estudiats en la present tesi sén
ADAZ2h, el qual forma part d’'una procarboxipeptidasa de tipus pancreatic, i ADA4h, que
forma part d'una carboxipeptidasa amb funci6 encara desconeguda, pero

suposadament relacionada amb processos cancerigens i d’apoptosi.

ADA2h és un domini que ha estat profundament caracteritzat en treballs
anteriors, tant a nivell d’estructura (Garcia-Saez et al., 1997; Jiménez et al., 2003),
com a nivell de plegament (Villegas et al., 1995; Villegas et al., 1996; Viguera et al.,
1997; Villegas et al., 1998; Villegas et al., 2000). En estudis posteriors, es va poder
comprovar la seva capacitat de formar fibres amiloides riques en conformacio-p si el
pH del seu medi era suficientment disminuit (pH 2 — 3), representant, doncs, una
‘fugida’ del seu cami de plegament normal (Villegas et al., 2000). No obstant, els
mutants creats per a estabilitzar ambdues heélixs-o. de la proteina eren incapagos de

formar aquest tipus d’estructures.
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Aquest ultim estudi va representar el punt de partida de la present tesi, amb la
finalitat d’ampliar els coneixements de la formacié de fibres amiloides per part
d’ADA2h. L’'agregacido d’ADA2h ha estat estudiada des del punt de vista cinétic
mitjangant dues técniques biofisiques especialitzades principalment en el seguiment
de les estructures secundaries de les proteines: el dicroisme circular (CD) i
'espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier (FTIR). Aquestes dues
técniques permeten una visid global dels canvis produits a nivell d’estructura
secundaria, ja que les caracteristiques especifiques de cada una permeten obtenir
informacié complementaria més que no pas redundant. Les diferéncies principals entre
aquests dos estudis han sigut I'estat conformacional inicial, la concentracié proteica i el
meétode d’induccié de I'agregacid. Els experiments de CD van ésser desenvolupats a
partir d’'un estat extensivament desnaturalitzat d’ADA2h, mitjancant urea 4 M i
temperatura relativament elevada (60 °C). D’aquesta manera s’eliminava gran part de
la contribucié de I'estabilitat i I'estructura, i es maximitzava, en canvi, la contribucié de
la sequéncia polipeptidica i les seves propietats fisico-quimiques. Es permetia, llavors,
la comparacié dels resultats obtinguts amb métodes predictius basats en les propietats
de la sequéncia primaria (Chiti et al., 2003; Fernandez-Escamilla et al., 2004; Tartaglia
i Vendruscolo, 2008). Oposadament, el punt de partida conformacional escollit per als
experiments de FTIR va ésser el més proper possible a I'estat natiu en les condicions
de l'assaig, per tal de poder observar I'evolucié de I'estructura al llarg de tot el procés.
Una aproximacio similar ja havia estat desenvolupada en els estudis de desplegament
d’altres proteines pel grup del Dr. José Luis Rodriguez Arrondo, de la Universitat del
Pais Basc, amb el qual es va col-laborar per a la realitzacié d’aquests experiments
(lloro et al., 2004; lloro et al., 2005). La concentraci6 d’ADA2h emprada ha estat
notablement diferent en ambdues aproximacions, de I'ordre de 40 uM (0,37 mg/ml) en
els experiments de CD i de 544 uM (5 mg/ml) en els de FTIR. En aquest ultim cas, la
rad principal d'utilitzar concentracions proteiques tan elevades ha estat la menor
sensibilitat de la técnica de FTIR. De la mateixa manera, la seleccié diferencial del
meétode d’induccié de I'agregacié també ha estat consequéncia de la gran concentracio
proteica necessaria per al FTIR i de les limitacions de manipulacié de la mostra en
aquesta técnica. Per als assaigs de CD la inducci6 va ésser realitzada per salt de pH,
és a dir, per disminucié de pH de la mostra mitjancant I'addicié d’'una petita quantitat
d’acid clorhidric concentrat. En el cas del FTIR, l'elevada concentracié proteica
produeix una acceleracié drastica de la velocitat de I'agregacié, no compatible amb la
col-locacié de la mostra dins de la cella i el posterior tancament d’aquesta per a la
seva analisi. Degut a aix0, el pH de la mostra va ésser disminuit suaument mitjangant

dialisi enfront tampé glicina a pD 3 i la induccié es va donar dins de I'aparell de FTIR
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per augment de temperatura. Un protocol molt similar a aquest havia estat ja emprat
en els primers estudis de I'agregacié d’ADA2h (Villegas et al., 2000). Aquests trets
distintius eren suficients per a produir processos d’agregacio sensiblement diferents.
Una de les principals conseqléncies dels diferents tractaments de la mostra per a
'analisi en ambdues técniques podia observar-se en els estats d’agregacioé inicials
observats per microscopia electronica de transmissié (TEM). Mentre que els agregats
amorfs eren les espécies principalment presents al comengcament de les cinétiques
d’agregacio per CD, degut a I'estabilitzacio de I'intermediari tendent a la agregacio per
condicions desnaturalitzants; unes fibril-les curtes i en forma de cuc (referides
normalment com worm-like, WL) semblaven ser les pobladores majoritaries a l'inici de
les cinétiques seguides per FTIR. A més a més, la banda de l'espectre inicial
corresponent a les hélixs-oo ’ADA2h es trobava desplacada cap a numeros d’ona
menors, molt propers a la zona especifica pertanyent a conformacions
desestructurades. Per tant, en aquesta segona aproximacid cinética, la major
concentracié proteica, i el pH acid des de Tlinici dels experiments, evitaven el
manteniment d’'un estat conformacional inicial natiu, a diferéncia del que es desitjava.
Agregats WL semblants han estat visualitzats per part del grup de Radford i
col-laboradors per a una proteina amiloidogénica, la B.-microglobulina, emprant
condicions de medi lleugerament diferents a les que promouen I'amiloidogénesi (Gosal
et al., 2005; Jahn et al., 2008).

El seguiment de les cinétiques d’adquisicié d’estructura-p per CD va revelar
I'existéncia de dues etapes ben diferenciades, ja que les dades podien ésser ajustades
a funcions exponencials decreixents dobles. El fet d’observar dues velocitats diferents
indicava la preséncia de multiples poblacions d’agregats al llarg de la coordenada de
reaccié. Aquesta pluralitat d’estats agregats també ha estat observada per a la
proteina acilfosfatasa (AcP), la qual presenta un plegament similar a ADA2h (Calamai
et al., 2005). No obstant, en el treball anterior les velocitats van ésser inferides a partir
de l'estudi del procés invers, és a dir, de desagregaciéo d’AcP partint de dos estats
agregats diferents. Tant les cinétiques d’ADA2h presentades en aquesta tesi, com les
d’AcP, emperd, assenyalaven que la segona etapa es corresponia amb una
reorganitzacié conformacional del primer estat agregat, ja que la segona velocitat que
la governa és practicament independent de la concentracio proteica (Plakoutsi et al.,
2004; Calamai et al., 2005). Aquesta reorganitzacié també va poder ésser detectada
per a ADA2h en I'etapa final de la cinética de FTIR, un cop les grans conversions
d’estructures havien esdevingut i es produia I'evolucié de I'estructura cap a I'estat final.

Un cop acabades les cinétiques seguides per CD i FTIR es va visualitzar per TEM el
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material assajat, observant-se fibres de tipus amiloide en ambdés casos, demostrant,
doncs, que es tractava del seguiment d’un procés de formacié de fibres amiloides i no
simplement d’'una agregacid6 amorfa o d'un increment dels agregats WL en el
experiments a alta concentraci6. Es destacable la formacié de fibres amiloides en
condicions experimentals drasticament diferents, fet que apunta que encara que el

punt de partida sigui diferent, s’arriba al mateix estat d’agregacié ordenada.

A les cinétiques d'FTIR es va realitzar el seguiment de tot I'espectre
corresponent a la banda de I'enllag amida-I proteic, podent-se observar, a cada temps,
les diferents estructures secundaries d’ADA2h i la seva evolucié. La generacio
continua d’espectres permetia obtenir informacid sobre els canvis globals produits a tot
el domini al llarg del procés d'agregacio, contraposadament als estudis de CD, on
nomeés se seguia una longitud d’ona al llarg del temps, la corresponent a I'estructura-.
El seguiment d’espectres complets no podia ésser efectuat pel CD degut a que la
major lentitud d’aquest aparell en I'elaboracié d’un espectre complet hagués evitat la
deteccié acurada de I'eminent velocitat de la primera etapa del procés d’agregacio.
D’entre tot I'espectre de I'amida-l, la banda que aporta més informacid sobre la
formacié de la fibra amiloide correspon al nimero d’ona inicialment situat a 1619 cm™.
Experiments recents amb la proteina amiloidogénica p,-microglobulina han demostrat,
a més, l'associacié de numeros d’ona propers a 1619 cm™ amb els agregats en forma
de cuc (WL) (Jahn et al., 2008). Aquesta banda evoluciona al llarg de la formacié de la
fibra amiloide cap a 1616 cm™, reflectint la compactacié de I'estructura-p de la fibra, de
manera similar a [l'observada anteriorment per a la proteina transtirretina
(Zandomeneghi et al., 2004). Les cinétiques van permetre observar una cinética
d’evolucié de I'area de la banda de 1619 cm™, corresponent a I'estructura p-agregada,
amb 3 fases clarament diferenciades. La primera etapa reflectiria la dissolucié dels
agregats WL referits anteriorment, la segona etapa correspondria al procés de
nucleacié de la fibra amiloide i I'etapa final la reorganitzacié d’aquests nuclis que
comportaran la posterior elongacié de la fibra. Estudis realitzats pel grup de la Dra.
Sheena E. Radford van concloure que els agregats tipus WL i les fibres eren els
estadis finals de 2 camins d’agregacié diferents, que es trobaven en competéncia entre
ells, i alhora, competien amb el cami de plegament (Gosal et al., 2005; Jahn i Radford,
2005). En el nostre cas, 'augment de temperatura produia la dissolucié d’aquests
agregats primerencs i el desplagcament de la competéncia cap a I'afavoriment, en
aquestes noves condicions, de la formacié de fibres amiloides. En el tractament de les
dades cinétiques es va emprar també 'analisi de correlacié bidimensional, determinant

els mapes sincronics per al procés de fibril-logénesi (lloro et al., 2004; lloro et al., 2005;
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Noda, 2007). Aquests mapes correlacionen les intensitats dels diferents espectres
obtinguts amb la técnica de FTIR al llarg del temps, i ens permeten observar les
relacions entre les bandes que es produeixen sincronicament, és a dir, en fase. En el
cas d’ADA2h s’observava que la principal correlacid es donava entre la banda
corresponent a l'estructura B-agregada (1619 cm™) i la banda de les hélixs-o
parcialment desplegades (1647 cm™), essent aquesta correlacié de signe negatiu. La
naturalesa negativa de la correlacié indicava que la formacié d’aquesta estructura -
agregada provenia, en gran part, de la desaparicié de les hélixs-a. d’ADA2h. D’altra
banda, s’observen correlacions entre les diverses bandes caracteristiques de les fulles

i els girs-B.

Els assaigs de les cinétiques d’agregacié estudiades per CD i FTIR van ser
complementats amb I'elaboracio i analisi de variants d’ADA2h, cadascuna amb una
unica mutacié aminoacidica. Part dels mutants havien estat préviament dissenyats per
a l'estudi de l'estat de transicié de la via de plegament d’ADA2h, de manera que a
cada un es trencava una interaccio present a 'estat natiu (Villegas et al., 1998). Aixo
significava que tots ells es trobaven desestabilitzats respecte la variant salvatge (wild-
type, WT). Estudis d’agregacié a I'equilibri amb aquests mutants van demostrar que
alguns d’ells eren incapacos de formar I'estructura  tipica de les fibres amiloides a
iguals condicions de medi i concentracié proteica (20 uM) que la variant salvatge. No
obstant, un augment de la concentracio proteica fins a 10 vegades (200 uM) permetia
I'aparicio de l'estructura pB-amiloide. Aquest fet demostrava que I'estabilitat, tot i ser
important, no és I'tnic factor que influencia I'agregacié proteica, com en un principi
semblaven suggerir els experiments realitzats amb els mutants amb hélixs-a
estabilitzades d’ADA2h (veure més amunt i Villegas et al., 2000) i algunes malalties
causades per mutacions desestabilitzants a proteines amiloidogéniques (Hurle et al.,
1994; Booth et al., 1997; Chiti et al., 2000; Smith et al., 2003). La relacié directa entre
estabilitat i agregacié va ser descartada per Chiti i col-laboradors per a la proteina
acilfosfatasa durant la realitzaci6 d’aquesta tesi doctoral (Chiti et al, 2003).
L’observacié de diferents comportaments en els mutants puntuals va originar I'estudi
de les contribucions a I'agregacio de cada regiéo d’ADA2h mitjangant diferents péptids
que comprenien parts de la seva seqiencia. Aquests péptids van ser dissenyats
segons el perfil d’agregacié obtingut pel programa TANGO desenvolupat pel grup del
Dr. Luis Serrano al Laboratori Europeu de Biologia Molecular (Fernandez-Escamilla et
al., 2004), amb el qual es va col-laborar. TANGO és un algorisme computacional dirigit
a la predicci6 de regions nucleadores de l'agregaci6 a cadenes polipeptidiques

desplegades. TANGO predeia principalment les regions N i C-terminal d’ADA2h com
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les més propenses a agregar en conformacié-f3, especialment la regié C-terminal. Els
resultats tant de CD com de TEM dels péptids van assenyalar la regié que compreén la
cadena -4 d’ADA2h, situada a I'extrem C-terminal, com la responsable de la formacio
de fibres amiloides. Es demostrava, doncs, que la regié implicada en la nucleacié de
I'agregacio era diferent de la zona implicada en la nucleacié del procés de plegament
(cadenes B-2 i -3, i part de I'hélix a-2, principalment, Villegas et al., 1998), i que les
condicions del medi i concentracié proteica afavoririen diferencialment la importancia
relativa de cada una. Aquesta observacio coincidia amb la preséncia de també 2 zones
diferenciades a la proteina acilfosfatasa, una que dirigia el procés de plegament, i

I'altra el procés d’agregacio (Chiti et al., 2002).

Amb la informacié obtinguda amb l'algorisme TANGO, es van crear 11 mutants
puntuals nous que, units als creats anteriorment, formaven una bateria que
proporcionava una visié global de quasi tota la seqiéncia de la proteina. Només el
mutant K63A no va poder ésser obtingut en quantitats acceptables, la qual cosa s’adiu
amb la prediccido de l'algorisme TANGO, el qual atorga a aquest mutant la major
propensié d’agregacié. La majoria de les cinétiques d’agregacié seguides per CD dels
mutants presenten les mateixes dues etapes ben diferenciades observades per al WT:
el procés de nucleacio i el de reorganitzacié. No obstant, alguns dels mutants no
mostraven un augment d’estructura-, de manera similar al que s’havia observat en els
estudis a l'equilibri a dues concentracions de proteina (veure paragraf anterior). Els
resultats cinétics de CD obtinguts amb els mutants van reafirmar la importancia de la
cadena -4 en el procés d’agregacio, ja que algunes mutacions en aquesta regio eren
capaces o bé d’'augmentar significativament la velocitat del procés agregatiu, o bé
d’abolir-la totalment, almenys a I'escala de temps assajada. Finalment, les diferents
velocitats de nucleacié (k;) van ésser comparades amb les prediccions de diferents
programes i formules. Els resultats més satisfactoris es van obtenir amb I'algorisme
TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004), ja que aquest té en compte el context de
sequéncia en el calcul de la propensio d’agregacid en estructura-f. No obstant,
TANGO només era efectiu quan atorgava a mutants prediccions de propensions
d’agregacié substancialment diferents a la variant salvatge, en canvi, predeia
propensions d’agregacié similars al WT a una série de mutants que experimentalment
presentaven velocitats d’adquisicié de conformacié- diferents a la variant salvatge.
Aquesta observacié segurament era deguda a una falta de reconeixement d’altres
regions de la proteina de menor importancia en el procés agregatiu. Cal destacar que
les correlacions obtingudes amb el parametre Z,yq del programa Zyggregator™ van

ésser també destacables, pero la significacié es veia drasticament disminuida degut a
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la predicci6 notablement erronia d’'un dels mutants. Un altre problema de la
comparacio realitzada és la preséncia probable d’estructura residual a ADA2h, tot i les
condicions extensivament desnaturalitzants emprades, de la mateixa manera que ha
estat demostrat en altres proteines en condicions similars (Garcia et al., 2001).
L’existéncia d’estructura residual no permetria, llavors, una comparacié directa
exempta d'un cert error de les dades experimentals amb métodes predictius basats
simplement en la seqiiéncia polipeptidica. TANGO i Zyggregator™ van essent
implementats periddicament, tant amb les dades experimentals que es van publicant, a
TANGO, com amb la introduccié de nous parametres que complementen i augmenten
leficacia de la prediccio, a ZYGGREGATOR™ (TANGO es troba disponible
actualment a  http://tango.crg.org i ZYGGREGATOR™ a  http://www-

vendruscolo.ch.cam.ac.uk/zyggregator.php). Amb TANGO també es van calcular les

regions més implicades en I'agregacié d’altres proteines de topologia similar a ADAZ2h,
observant-se que la contribucié en I'agregacio de les regions N i C-terminal no és un

tret comu de totes elles.

Per als estudis d’FTIR només van ésser estudiats 3 mutants, els quals foren
escollits segons les velocitats d’agregacié observades en els assaigs de CD: un
mutant amb velocitat d’agregacio superior a la del WT (N58A), un amb velocitat inferior
(123V), i finalment, un dels que no presentava adquisicié d’estructura-p (F65A). A part
de la ja esmentada preséncia d’agregats inicials WL, l'augment important de la
concentracio proteica (544 uM) produia I'agregacié del mutant F65A, el qual no havia
presentat un increment d’estructura-p en les cinétiques mesurades per CD (a
concentracié 40 uM). Aquesta observacié ja semblava ser intuida pels estudis de CD a
I'equilibri i a dues concentracions realitzats anteriorment, on la preséncia d’estructura-f3
a certs mutants només podia ésser visualitzada quan les condicions eren forgades (a
200 uM de proteina). La induccié de I'agregacié a aquest mutant a 544 uM, a ligual
que als altres dos, porta a la formacié de fibres amiloides visibles per TEM. De la
mateixa manera que el WT, tots els mutants presentaven ja la banda corresponent a
estructura p-agregada (encara que desplagada) a temps zero, a més de fibres WL
visibles per TEM en dos d’ells. Aquest grau d’agregacié inicial és diferent entre totes
les variants assajades, i correlaciona forga bé amb l'estabilitat proteica. Els espectres
corresponents als mutants presenten bandes generalment més amples, segurament
degut a la menor estabilitat i, per tant, a una estructura menys definida d’aquestes
variants. Aquesta observacié es feia més aparent als mapes bidimensionals, on les
correlacions entre bandes sén similars a les trobades per al WT, encara que més

extenses. Els estudis cinétics, per contra, van mostrar que tot i les diferents
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propensions d’agregacié de les variants, els nimeros d’ona i els percentatges d’area
semblaven dirigir-se cap a una convergéncia de valors, la qual cosa es veia reflectida
en la formacié de fibres amiloides molt similars per part de totes elles, sobretot a temps

més avancats.

Es interessant destacar que les fibres amiloides d’ADA2h s’han obtingut en
condicions inicials molt diferents: a partir de [l'estat desnaturalitzat, a baixa
concentracié proteica i pH neutre, i a partir d‘'un estat plegat a pH acid, en el qual es
visualitzen agregats WL al TEM, degut especialment a I'alta concentracié de proteina.
Per altra banda, encara que la via d’agregacié fos inicialment diferent per als mutants
d’ADA2h assajats, es va arribar en tots els casos a la formacié de la mateixa fibra
amiloide. A més a més, en totes les condicions estudiades s’observa una
reorganitzacié conformacional posterior a la nucleacié que inicia el procés d’agregacio.
Aquesta reorganitzacié conformacional és la que permet l'elongacié del nucli

d’agregacio per tal d’obtenir la fibra amiloide final.

La utilitzacié d’eines bioinformatiques va significar un recurs molt valués en
I'estudi funcional d’ADA4h, ja que va ajudar a centrar la cerca de funcions del domini
cap a la unié de RNA. Per a aquesta part de la tesi es va triar el domini d’activacié de
la procarboxipeptidasa A4 humana, degut a que les primeres observacions van
mostrar-ne una singularitat respecte els altres dominis d’activacié coneguts: és la
proteina amb un major punt isoeléctric (9,3), fins a 2 punts superior a qualsevol d’ells.
L’objectiu d’aquesta part era estudiar la possibilitat d’'una funcié alternativa per a
ADA4h, ja que cada cop s6n descobertes noves funcions alternatives per a enzims
profundament caracteritzats, com les d’'uni6 a RNA per part d’enzims metabolics
(Ciesla, 2006).

Les primeres aproximacions bioinformatiques, en col-laboracié amb el grup del
Dr. Baldo Oliva de I'Institut Municipal d’'Investigaci6 Médica, es van fer a nivell de
sequéncia, per tal d’identificar relacions amb altres proteines amb funcié diferent a
carboxipeptidasa. Les cerques es van dur a terme mitjancant PSI-BLAST (Altschul et
al., 1997) sobre la base de dades Uniprot (Bairoch et al., 2005). Les cerques no van
resultar satisfactories fins que el llindar de significacié (E-value) de la primera iteracio
va ser augmentat prou com per a que la primera proteina amb funcié diferent a
carboxipeptidasa pogués introduir-se a la matriu de similitud. A les segients iteracions,

el llindar de significacié va tornar a ésser restablert als seus valors per defecte fins que
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'algorisme va assolir la convergéncia. Els resultats obtinguts van assenyalar una
semblanca seqlencial remota d’ADA4h amb un domini d’'una proteina de llevat
implicada en I'splicing. Com que no es disposava de I'estructura d’aquesta proteina de
llevat, aquesta ultima es va modelar utilitzant el programa MODELLER (Sali i Blundell,
1993) sobre l'estructura de la proteina d’splicing U1A (Oubridge et al., 1994), un
domini d’'unido a RNA (RNA Recognition Motif, RRM). EI model va ésser avaluat amb el
programa Prosall (Sippl, 1993) i va poder ser catalogat com a energéticament
favorable, de manera que la proteina d’'splicing U1A i aquest domini de la proteina de
llevat compartirien la mateixa estructura i, per tant, la mateixa familia a la base de
dades SCOP (Structural Classification Of Proteins, Murzin et al., 1995). A partir
d’aquest moment es va emprar I'estructura de la proteina U1A, resolta mitjangant
difraccié de rajos-X en complex amb un RNA especific, per tal d’avaluar la seva
similitud estructural amb ADA4h emprant el programa STAMP (Structural Time series
Analyser Modeller and Predictor, Russell i Barton, 1992). La sobreimposicié va
permetre observar diferéncies entre les seqliéncies consens d’'unié al RNA presents a
U1A (RNP1 i RNP2) i les regions equivalents a ADA4h, als llagos 1 i 3, predient-se una
unié més débil de I'acid nucleic per part del domini d’activacié. Amb aquesta informacio
es va crear una nova variant del patréo d’'uni6 a RNA i es va assajar mitjangant una
cerca a la base de dades Uniprot. La cerca amb el nou motiu va identificar un conjunt
de sequéncies que encaixaven dins d’aquest motiu i no en el motiu classic d’'unié al
RNA. Més del 50% d’aquestes sequliéncies trobades estaven relacionades amb unio6 a
RNA. Els resultats obtinguts bioinformaticament es van voler verificar
experimentalment i amb aquesta finalitat es va realitzar un assaig d'unio a RNA
d’ADA4h utilitzant com a RNA el que apareixia a l'estructura tridimensional resolta
d'U1A. Es va dissenyar un RNA que contenia 2 copies de la seqliencia diana
separades per un segment poli-A, de manera que fossin capaces de formar la mateixa
estructura secundaria que la que pot visualitzar-se al complex amb U1A. Als gels de
retardament, (Electroforetic Mobility Shift Assays, EMSA) es podia observar una banda
de mobilitat inferior, la qual augmentava d’intensitat a mida que s’incrementava la
concentracié d’ADA4h. Aquesta banda es corresponia a la sonda de RNA marcada
radioactivament unida a ADA4h. No obstant, I'addici®6 de tRNA de llevat com a
competidor era capac¢ d’abolir quasi completament I'aparicié de la banda de retard,
suggerint que la unié6 d’aquest RNA per part d’ADA4h no seria del tot especifica.
Algunes proteines de demostrada capacitat d’'uni6 a RNA presenten diferéncies
respecte els motius RNP1 i RNP2 de Pfam (Maris et al., 2005), com és el cas d'U1A, i
en alguns casos, s’observen proteines que tenen patrons RNP1 o RNP2-like, els quals

han evolucionat cap a la interaccié amb altres proteines més que no pas amb acids
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nucleics (Kielkopf et al., 2004). ADA4h presenta diverses diferéncies respecte els
patrons esmentats o altres residus d’'U1A, les quals han pogut ésser avaluades gracies
a la gran informacié estructural disponible d’aquesta ultima en complex amb RNA
(Oubridge et al., 1994; Allain et al., 1996; Allain et al., 1997). La diferéncia
probablement més notable entre les sequiéncies consens i les presents a ADA4h
resideix en I'abséncia de I'aminoacid glicina en el RNP1 d’aquesta ultima, el qual ha
demostrat ser un residu rellevant en alguns RRM (DeAngelo et al., 1995; Kim et al.,
1997). Aquest aminoacid no es troba present en interaccions amb altres residus, per
tant, es creu que la seva importancia seria més aviat dirigida cap a atorgar flexibilitat o
la longitud necessaria a la seqléncia per a que es donin les interaccions amb el RNA
pertinents i, per tant, facilitant-ne la unié. Si relacionem la funcié d’inhibicié realitzada
per ADA4h dins el proenzim amb la hipotetitzada mitjangant bioinformatica, podem
veure que les regions predites com a llocs rellevants en la interaccio amb el RNA
comprenen residus que es troben contactant amb el domini catalitic del proenzim.
D’aquesta manera, la hipdtesi més plausible seria que els dominis d’activacioé de les
carboxipeptidases haurien pogut provenir d’'un domini d’'uni6 a RNA ancestral que
hauria evolucionat cap a maximitzar la inhibicié de I'enzim carboxipeptidasa, degut a la
perillositat d’aquestes sense una regulacio estricta. Aquesta evolucié hauria comportat
com a consequeéncia la pérdua de part de la seva capacitat d’'unié a l'acid nucleic.
Aquesta perdua és evident als dominis pacreatics, que mostren un grau d’identitat amb
U1A molt més baix que ADA4h.

El fet de trobar homologies estructurals remotes i poder validar la funcioé
experimentalment, encara que amb un RNA que no és probablement la diana
fisiologica, obre les portes cap a la cerca de RNAs que fisiologicament tinguin la
possibilitat d’'interaccionar amb ADA4h. A més, l'increment de I'expressié d’ADA4h en
cél-lules canceroses que han estat tractades per a modificar el grau d’acetilacio de la
cromatina, és a dir, sota canvis d’expressié génica, crea un context fisioldgic molt

interessant degut a la possibilitat de que aquesta proteina realitzi una funcio rellevant.
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Capitol 1: La cinética primerenca de formacié de fibres amiloides revela la

preséncia d’una reorganitzacié conformacional dels agregats inicials

1. El programa de prediccié de la tendéncia d’agregaci6 TANGO assenyala la
sequéncia corresponent a la cadena -4 del domini ADA2h com la regi6 més

important en la direccié del procés agregatiu.

2.  L’estudi de dicroisme circular (CD) i de microscopia electronica de transmissio
(TEM) d’'un péptid representatiu de la regié N-terminal d’ADA2h i de varis
representatius de la regié C-terminal han permés confirmar la funcié clau de la
sequéncia aminoacidica corresponent a la cadena -4 en la formacié de fibres

amiloides.

3. 11 nous mutants puntuals d’ADA2h han estat construits amb Il'ajuda del
programa TANGO, ampliant i complementant la bateria construida préviament
per a I'estudi de I'estat de transicié del plegament d’ADA2h. La finalitat de la
construccié d’aquest gran nombre de mutants ha estat I'avaluacioé dels efectes
sobre la velocitat d’agregacié produits per mutacions puntuals a diferents regions

del domini.

4. S’han expressat i purificat en quantitats suficients tant els nous mutants puntuals
com els construits préviament, amb excepcio de K63A, el qual no va poder ésser

obtingut en forma soluble.

5. La disminucié de [lestabilitat proteica d’ADA2h no es troba directament
relacionada amb un augment de la velocitat d’agregacio, ja que alguns mutants
desestabilitzats sén incapagos d’adquirir I'estructura agregada en f tipica de les
fibres amiloides en les mateixes condicions i concentracié proteica que la variant
salvatge (WT).

6. S’han posat a punt les condicions inicials de I'experiment, emprant urea 4 M i una
temperatura de 60 °C, que han assegurat que tant la variant salvatge d’ADA2h

com els seus mutants tinguessin el mateix grau de desplegament.

7. S’ha desenvolupat un métode per a estudiar les cinétiques d’agregacié d’ADA2h
mitjangant CD, el qual permet I'observacié de I'adquisicié de senyal d’estructura

secundaria-p al llarg del temps. La induccié de I'agregacio es va dur a terme per

203



Conclusions

salt de pH, i es va haver de realitzar la mescla directament a la cel-la Optica amb

un stopped-flow degut a la naturalesa rapida del procés.

8. Els resultats cinétics han estat ajustats a exponencials decreixents dobles,
derivant-se, per tant, I'existéncia de 2 etapes diferents governades per 2

velocitats diferents.

9. L’analisi cinética de I'agregacio dels mutants ha confirmat també la importancia

de la cadena B-4 en el procés d’agregacio d’ ADA2h.

10. L’estudi de les cinétiques d’agregacié a 2 concentracions proteiques per a 2
mutants d’ADA2h, un amb major velocitat d’agregacié respecte la variant
salvatge (N58A) i un altre amb menor velocitat (123V), han fet pallesa la
influéncia important de la concentracié sobre k4 i practicament inexistent sobre ko,
suggerint que la segona velocitat correspondria a un procés de reorganitzacio del

monomer dins dels nuclis d’agregacio.

11. Segons aquests resultats, I'agregaciéo d’ADA2h seguiria un esquema del tipus:

K, Agregat K, Agregat (ks .
Estat . . Fibra
>  Primerenc —_— Tarda —_—
Desnaturalitzat Amiloide
Soluble Soluble

REORGANITZACIO

12. Les prediccions de la propensié de l'agregacié6 d’ADA2h semblen ser més
acurades amb el programa TANGO, tot i que algunes mutacions que produeixen
canvis importants en l'agregacid no son detectades per aquest algorisme,
presumiblement perqué es troben en regions de la seqliéncia polipeptidica que el

programa no reconeix com a rellevants en el procés agregatiu.

13. La microscopia electronica de transmissido ha permés observar que I'adquisicio
d’estructura secundaria-f3 durant les cinétiques condueix a la formacié d’agregats

ordenats tipus fibra amiloide semblants als presents a les amiloidosis.

14. Tot i que ADA2h i I'acilfosfatasa, proteines amb un plegament practicament
idéntic, presenten el C-terminal com a zona més implicada en I'agregacio, altres
proteines amb topologia similar a les anteriors contindrien regions diferents que

dirigirien el procés d’agregacid, segons la prediccié de TANGO.
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Capitol 2: La caracteritzacié de diferents processos d’amiloidogénesi per 2D-

FTIR mostra convergéncia cap a la mateixa fibra final

1.  S’han posat a punt les condicions més adequades per a l'estudi, mitjangant
espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier (FTIR), de la formacié de
fibres amiloides d’ADA2h a partir de I'estat natiu, a pD acid i amb inducci6 per

temperatura.

2.  Han estat escollits per a aquest estudi mutants amb diferents velocitats
d’agregacio respecte el WT, segons els resultats obtinguts al capitol 1 d’aquesta
tesi. S’ha assajat un mutant amb velocitat d’agregacié superior a la variant
salvatge (N58A), un mutant amb velocitat d’agregaci6 inferior (123V) i un mutant
gue no produeix agregacido en l'escala de temps dels experiments cinétics

realitzats al primer capitol (F65A).

3. Les principals bandes observades a I'espectre inicial han estat adjudicades a les
diferents estructures segons segueix: 1619 cm™, estructura B-agregada; 1632
cm’’, component de baixa freqiiéncia de la fulla-p antiparal-lela nativa; 1647 cm™,
helixs-a parcialment desplegades; 1660 cm™, hélixs 340; 1671 cm™, girs-B; i 1682

cm’’, component d’elevada freqiiéncia de la fulla-p antiparal-lela.

4. La banda corresponent a l'estructura p-agregada (1616-1619 cm™) sallunya
forca de la corresponent a l'estructura B-nativa (1632 cm™), mostrant que

I'estructura B de la fibra amiloide d’ADA2h és forga diferent a I'estructura p-nativa.

5.  Durant el procés de fibril-logénesi la quantitat de bandes no canvia pero varia la
seva posicid6 i el seu percentatge d’area, indicant canvis en [I'entorn

conformacional i interconversio d’estructures.

6. La posicié i el percentatge d’area de la banda de 1619 cm™ quasi no varien
durant els primers 4 minuts de la cinética, indicant que ens trobem en un procés
inicial de desagregacié on es produeixen pocs canvis conformacionals. Aquesta
hipotesi es veu recolzada per I'observacié de fibres curtes en forma de cuc

(worm-like, WL) mitjancant microscopia electronica de transmissio.

7. Lestudi del percentatge d’area de la banda de 1619 cm™ per a la variant salvatge
d’ADA2h indica una transicid en tres estats en la formacié de la fibra amiloide

que poden ésser resumits segons:
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10.

11.

12.

13.
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Proteina Incial Proteina Agregat Agregat
(lleugerament Desagregada Nucleat Reorganitzat
agregada) (fibra tardana)

REORGANITZACIO

Els percentatges d’area i les posicions de les bandes corresponents a I'estructura
nativa d’ADA2h reflecteixen el desplegament d’aquestes estructures per tal de

donar lloc -i posteriorment acomodar-se- a la fibra amiloide.

A les concentracions de proteina assajades en el FTIR, tots els mutants, inclos
F65A, son capacgos de formar fibres amiloides. Aquestes estructures poden ser
visualitzades mitjangcant TEM, i la conversiéo d’estructura nativa a la tipica -

amiloide pot ésser observada per FTIR i CD.

Els mutants presenten diferent temporalitat respecte I'etapa de desagregacid,
perod les posicions i les arees durant el procés de reorganitzacié practicament no
varien, indicant que les mutacions afecten a la propensi6é d’agregacio, perd no

I'estructura fibril-lar.

S’ha observat que el percentatge d’area inicial de la banda de 1619 cm™ de les
diferents variants correlaciona inversament amb ['estabilitat d’aquestes,
exceptuant N58A, el mutant amb una major propensié d’agregacié segons les
prediccions dels algorismes esmentats al capitol 1. No obstant, totes les variants
practicament convergeixen als mateixos numero d'ona i percentatge d’area al

final del procés.

L’elaboracié del mapa bidimensional sincronic de la variant WT ha permés
detectar la relacié en fase perd oposada entre les intensitats de les bandes de
1616 cm™ i 1647 cm™, indicant que les heélixs-o. parcialment desestructurades
originarien l'estructura B-agregada. També s'observen correlacions entre les
diferents bandes caracteristiques de les fulles i girs-f, indicant 'acomodament

d’'aquestes estructures dins la fibra amiloide.

Els mapes bidimensionals sincronics dels diferents mutants d’ADA2h s6n molt
similars al de la variant salvatge, tot i que les correlacions apareixen més amples,

reflectint la seva menor estructuracio en les condicions assajades.
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14. La microscopia electronica de transmissio ha permés la visualitzacié de fibres

amiloides al final del procés estudiat quasi idéntiques per a totes les variants.
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Capitol 3: Prediccié d’una funcié alternativa per a ADA4h i validacio

experimental

208

S’ha trobat certa similitud entre la seqliéncia aminoacidica d’ADA4h i una
proteina de llevat associada a I'splicing, emprant I'eina bioinformatica PSI-BLAST

i la base de dades Uniprot.

L’estructura d’aquesta proteina de llevat ha estat modelada amb éxit emprant el
programa MODELLER i [l'estructura d’'un dels membres de la familia de
ribonucleoproteines petites U1, U1A. El model ha estat avaluat energéticament

amb el programa Prosall.

La superposicié de l'estructura d’'U1A, un motiu de reconeixement de RNA
(RRM), amb ADA4h mitjancant el programa STAMP mostra la similitud dels
patrons d’'uni6 de RNA RNP1 i RNP2 entre elles, tot i que les sequéncies
d’ADA4h es troben més allunyades de les sequéncies consens. Aquesta
diferéncia seqlencial semblava indicar que ADA4h produiria unions més débils

amb I'acid nucleic degut a les seves diferents propietats fisico-quimiques.

S’ha definit un nou patré de RRM segons les variacions en les seqiéncies de les
regions RNP1 i RNP2, provant-se la seva capacitat per a identificar proteines

implicades en la unié d’RNA.

S’ha construit, expressat heterdlogament i purificat ADA4h satisfactdriament, tot i
que en quantitats limitades, juntament amb cua d’histidines en posicié N-terminal

per a facilitar-ne el seu aillament.

La unid inespecifica de RNA per part dADA4h ha estat demostrada
experimentalment mitjangant métodes electroforétics de retardament, emprant
com a acid nucleic la sequéncia present a lI'estructura del complex d’'U1A amb
codi PDB 1mb5kec.

La unié experimental de RNA ha resultat molt més débil per part dADA4h que no
pas pel control positiu, la qual cosa indicaria que ADA4h hauria evolucionat cap a
la optimitzacié de la inhibicié del domini catalitic carboxipeptidasa, d’aquesta
manera perdent residus importants per a la unié d’aquest acid nucleic. No és
descartable, pero, 'unié especifica en condicions fisioldgiques a un RNA concret

diferent de I'assajat.
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Resum

Els dominis d’activacié son presents en la porcié N-terminal de la forma inactiva
de les procarboxipeptidases de la subfamilia de proteases M14A, i les seves funcions
descrites comprenen tant el manteniment d’aquest estat inactiu com I'assisténcia en el
plegament de I'enzim complet. La limitada mida i la notable estabilitat derivada de la
gran quantitat d’estructura secundaria han fet que un d’aquests dominis, el de la
procarboxipeptidasa A2 humana (ADA2h) hagi estat un bon model per a I'estudi del
plegament proteic, en treballs anteriors, i de I'agregacié en forma de fibres amiloides
en la present memoria. Els estudis cinetics de dicroisme circular de la variant salvatge i
una extensa bateria de mutants puntuals revelen la seqlieéncia corresponent a la fulla
B-4 com la responsable de la direccié del procés d’agregacioé ordenada en conformacio
B. Mutacions en aquesta zona tenen la capacitat tant d’accelerar dramaticament la
velocitat d’agregaci6é, com d’abolir-la totalment. Les correlacions amb algorismes
predictius de l'agregacié basats en les propietats fisico-quimiques de la seqiéncia
polipeptidica posen de manifest la rellevancia prinicipal de I'estructura primaria en el
govern del procés. La cinética d’agregacié per dicroisme circular mostra una
naturalesa dual, amb una segona etapa practicament independent de concentracio
proteica, indicant una etapa tardana de reorganitzacié conformacional. Estudis cinétics
complementaris per espectroscopia d’infraroig mostren igualment una reorganitzacio
molecular i assenyalen que la conformacié agregada en B present a la fibra amiloide
sembla originar-se primerament a partir de les hélixs-a parcialment desplegades.
L’estudi de mutants amb diferent propensié a I'agregacio i estabilitat ha mostrat que les
mutacions comporten canvis en la via d’agregacié, pero que finalment arriben al mateix
punt de fibril-lacio.

Una possible funcié alternativa per a un d’aquests dominis, els quals tenen una
extraordinaria complexitat en comparacié amb altres seqtiéncies inhibidores en cis, ha
estat cercada mitjangant eines bioinformatiques. Certa similitud seqiencial i estructural
sembla ser trobada entre el domini d’activacié de la procarboxipeptidasa A4 humana
(ADA4h) i un domini d’'uni6 a RNA (RRM), suggerint una possible funcié ancestral per
al primer, bé que no tots els residus claus per a la interaccié sén presents a ADA4h. La
hipdtesi ha estat comprovada experimentalment mitjangant un gel de retardament,
observant-se una unié a RNA debil i inespecifica per a la sonda assajada, d’acord amb
el que s’havia predit bioinformaticament. Aquest fet no exclou, emperd, una unié

fisiologica i especifica amb un altre RNA diferent a I'assajat.
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Apéndixs

Apéndix A. Publicacions

e Primer capitol:
Cerda-Costa N, Esteras-Chopo A, Avilés FX, Serrano L, & Villegas V (2007)
Early kinetics of amyloid fibril formation reveals conformational reorganisation of
initial aggregates. J Mol Biol 366: 1351-1363

e Segon capitol:
El manuscrit corresponent al segon capitol ha estat enviat a la revista Proteins:

Structure, Function, and Bioinformatics amb referéncia Prot-00584-2008.
o Tercer capitol:

El manuscrit corresponent al segon capitol ha estat enviat a la revista Journal
of Molecular Biology amb referéncia JMB-D-08-01422.
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Apéndix B. Adreces electroniques actualitzades dels programes i bases

de dades disponibles en xarxa

Programa

AGGRESCAN
CLUSTALW
Expasy
MEROPS
Oligoanalyzer
PDB

Pfam
PlasMapper
PROSITE
ProtParam
PSI-BLAST
ScanProsite
SCOP
TANGO
UniProt
ZYGGREGATOR

Adreca electronica

http://bioinf.uab.es/aggrescan/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

http://www.expasy.ch/

http://merops.sanger.ac.uk/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/
http://us.expasy.org/prosite/
http://www.expasy.ch/tools/protparam.htmi

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.expasy.ch/tools/scanprosite/
http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/
http://tango.crg.es/

wWww.uniprot.org

http://www-vendruscolo.ch.cam.ac.uk/zyggregator.php
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Apéndix C. Codis PDB de les estructures esmentades en aquesta

memoria

Nom Codi PDB Técnica
acilfosfatasa de cavall 1aps RMN
ADA2 huma 106x RMN
ADB porci 1pba RMN
complex CPA bovina + PCI de patata 4CPA raigs-X
complex CPA1 + LCI de sangonera 2abz raigs-X
complex CPA4 humana + ECI huma 2bo9 raigs-X
complex U1A huma + RNA TmSk raigs-X
CPA bovina 3cpa, 5cpa raigs-X
CPA1 humana V77 raigs-X
CPB de lepidopter (CPBHZz) 2cic raigs-X
CPD domini Il d’anec 1gmu raigs-X
CPD domini Il d’anec + GEMSA 1h8I raigs-X
PCI 1h20 RMN
PCPA de lepidopter (PCPAHa) 1jqg raigs-X
PCPA1 porcina 1pca raigs-X
PCPA2 humana 1laye raigs-X
PCPA4 humana 2boa raigs-X
PCPB1 humana Tkwm raigs-X
PCPB1 porcina 1nsa raigs-X
PCPB2 bovina 3dgv raigs-X
PCPB2 humana 3d66 raigs-X
PCPB2 humana + GEMSA 3d67 raigs-X
PCPB2 humana mutant quadruple 3d68 raigs-X
pepsinogen 3psg raigs-X
péptid GNNQQNY de Sup35p de llevat 1yip raigs-X
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