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Introduccié

1. Introduccid

1. 1. El transport de substancies a través de la membrana

Les céllules eucariotes i procariotes, estan protegides per una membrana
lipidica que les ailla del medi extern, cosa que les permet establir un control rigorés
del seu medi intern. Aquest control es duu a terme gracies a I'existéncia de proteines
de membrana que compleixen funcions de transport de substancies, reconeixement
de senyals i de comunicaci6 amb el medi extern. També existeixen membranes
lipidiques a dins la cél-lula que serveixen per compartimentar metabolits en els
diferents organuls cel-lulars. El pas de substancies a través de la membrana
s’assoleix de diverses maneres. Una d’elles és la difusido passiva, on la molécula
passa a través de la membrana a favor de gradient de concentracié. La forga
termodinamica d’aquest fenomen de difusié ve donat per 'augment d’entropia que té
lloc quan un solut passa a través de la bicapa lipidica fins que arriba a un estat
d’equilibri (estat en qué la concentracié de solut a dins i fora de la cél-lula és la
mateixa) on hi ha un estat de maxima entropia. Només les molécules de petites
dimensions poden difondre rapidament a través de la membrana i per tant utilitzar
aquest tipus de transport, ja que molecules més grans com la glucosa que té un
coeficient de difusid molt petit, no podrien difondre en quantitats suficients per la
supervivéncia de la cél-lula si aquest fos I'inic mitja de transport. Existeixen per tant,
uns altres dos tipus de transport a través de membrana que necessiten de I'accié de
proteines, que son la difusié facilitada (passiva a través de canals i a través de
proteines transportadores) sense despesa d’energia i el transport actiu amb despesa
d’energia. La figura 1.1 ens mostra un esquema de la classificacié actual de
transportadors transmembrana de soluts (Saier et al., 2000). La difusié facilitada
també té lloc a favor de gradient perd depén de proteines integrals de membrana
que s’encarreguen del transport de molécules a través de la membrana. Cada
proteina transportadora és especifica d’'una molécula o grup de molécules
relacionades, o de dues molécules diferents. Aquest ultim tipus de proteines
transportadores poden transportar els dos substrats diferents en el mateix sentit, de

forma simport, o en sentit contrari de forma antiport.
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Figura 1.1. Classificacid actuals dels diferents tipus de transportadors de
membrana de cél-lules eucariotes i procariotes (Saier et al., 2000).

Per altra banda, el transport actiu amb despesa d’energia es subdivideix en tres
tipus (figura 1.2): el transport actiu primari, el transport actiu secundari i el transport
per translocacio de grup. El transport actiu primari depén d’energies provinents de la
hidrolisi I’ATP (com el transport d'ions Na® i K* per I'ATPasa de Na'-K"), del
transport d’electrons (el transport de Ca?* per IATPasa de Ca®*) o de la llum (el
transport de H* per la bacteriorodopsina). El transport actiu secundari depén dels
gradients ionics i de les diferéncies de potencial de la membrana. Les molécules sén
arrossegades en contra de gradient a I'interior cel-lular, gracies a I'energia produida
pel co-transport d’ions a favor d’'un gradient de concentracié més pronunciat (AY).
Gran part d’aquests tipus de transport en cél-lules animals depén del Na®, en
contrast amb la majoria de cél-lules bacterianes que és mitjancant el H (Poolman et
al., 1996). El transport actiu de translocacié de grup, comporta la modificacié quimica

de la molécula transportada per un procés de catalisi enzimatica que fosforila un
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sucre en el mateix temps que és transportat. Un exemple d’aquest ultim tipus de

transport és el sistema fosfotransferasa (PTS) d’Escherichia coli.

Figura 1.2. Esquema dels tipus de transport actiu. A. Transport actiu primari. B.
Transport actiu secundari. C. Transport actiu per translocacié de grup. X', i6; S, solut;
P, grup fosfat; n, numero; PEP, fosfoenolpiruvat.

1. 1. 1. El transport de carbohidrats a través de la bicapa lipidica

Els carbohidrats complexes constitueixen un dels quatre grans grups
moleculars que formen els organismes vius. També serveixen com a font de carboni
i sintesi d’energia de la majoria de cél-lules vives. Dins els carbohidrats complexes,
tenim la glucosa que representa ser el monosacarid més estable i prevalent a la
natura, ja que forma part de carbohidrats estructurals com la cel-lulosa i de font de
carboni com el glicogen. Ambdds tipus signifiquen una fraccié molt important de la
biomassa de la terra. Tot i la seva importancia perqué estan involucrats en diversos
processos essencials per la supervivéncia d’organismes, no ha sigut fins fa poc que
existeix un interés creixent en el coneixement d’aquests carbohidrats i més
concretament en llurs transportadors de membrana (Reizer et al., 1994; Poolman et
al., 1996; Saier, 2000). Per aquest motiu, la gran varietat de mecanismes que
compren el transport de carbohidrats a dins les cél-lules han estat descrits en gran

mesura durant aquesta ultima década. Conceptualment, el transport de carbohidrats
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involucra basicament dos tipus de transport, la translocacio del solut per mitja de
canals aquosos o el transport del solut per mitja d’'un transportador. Saier (1992)
sosté que el primer mecanisme de transport per mitja aquds implica cap, un, dos o
mes llocs d’'unié amb el solut, mentre que el mecanisme mitjangant un transportador
de membrana, normalment implica un unic lloc d’'unié que mitjangant canvis
conformacionals és capac d’exposar-lo a ambdds costats de la membrana.

El transport de carbohidrats exdgens cap a l'interior de la cél-lula eucariota i
procariota é€s el primer pas essencial per al seu catabolisme. Aquest primer pas de
transport de solut pero, dins les bactéries gram negatives, és el de travessar la paret
cel-lular. Aquest procés es produeix normalment per difusié passiva a través de la
membrana o per proteines canals. En canvi, el mecanisme de transport de
carbohidrats a través de la membrana plasmatica es produeix basicament per
proteines transportadores altament especifiques del substrat a transportar.
Existeixen gran diversitat de proteines transportadores especifiques de cada tipus de
carbohidrats, en cél-lules eucariotes i procariotes, la gran majoria de les quals
realitzen el transport mitjangant I'energia proporcionada pels co-substrats sodi o
protd (Reizer et al., 1994). Degut a aquest fet, alguns estudis anteriors sostenien la
hipotesi que aquests dos tipus de transportadors eren essencialment iguals i que
només petites modificacions en un sol aminoacid podien convertir un transportador
de sodi/solut a protd/solut i viceversa. Aquesta hipotesi només s’ha verificat en pocs
casos (Botfield et al., 1990; Brooker, 1990), ja que proporcionalment al nombre de
transportadors que s’anaven coneixent aquests es podien anar separant en dues
grans families, les de sodi/solut i les protd/solut, i cada una era exclusiva per a cada
tipus de funcionament. Tots dos tipus d’'ions, Na* i H*, poden existir en els medis
extracel-lulars i per tant poden produir el gradient electroquimic suficient per fer
funcionar el procés de transport actiu secundari. Tot i aixi, cada organisme fa servir
el seu i6 co-transportador i aixd ve donat majoritariament per quin tipus d’i6 resideix
o s’expulsa al medi extracel-lular. Aixi doncs, els sodi simport solen ser organismes i
cél-lules on existeix una alta concentracié de Na* en el medi extern, normalment
cél-lules animals i d’alguns bacteris. Per altra banda, la majoria de bacteris tenen
transportadors de tipus antiport K'/H" (el proto surt fora la cél-lula), de manera que

es crea un gradient d’'H" a I'exterior cel-lular i per tant la majoria de transportadors
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secundaris de membrana bacteriana utilitzen 'H* com a co-transportador simport
(Reizer et al., 1994). Més evidencies d’aquest tipus de selecci6 de l'i6 co-
transportador simport sén els bacteris alcalofils, els quals no tenen prou H* en el
medi extracel-lular i per tant fan servir el Na* com a co-transportador simport. Encara
més especial resulta el transportador de melibiosa, que és capac¢ de fer servir
ambdds cations i fins i tot el Li*: Aquest fet el situa en una posicio intermeédia dins la
filogenia de la superfamilia dels transportadors de sodi/solut (Reizer et al., 1994).

En l'actualitat dins la superfamilia de transportadors sodi/solut (SSF), existeixen
unes 11 families de co-transportadors (Saier et al., 2000) i no totes tenen el mateix
nombre de segments hélixs o transmembrana ni la mateixa longitud dels llagos que
connecten aquests segments entre les diferents families. Tot i aixi, molts
transportadors de les diferents families tenen gran similitud topologica i de funcié tot i
que la seva sequéncia genética no sigui suficientment similar. Aquesta ultima
observacio, es reflexa molt bé en la gran majoria de transportadors de carbohidrats,
com el de xilosa, el d’'arabinosa, el de lactosa, el transportador de citrat i d’altres que
comparteixen prediccidé en l'estructura topolodgica de 12 hélix transmembrana, pero
en canvi no tenen un grau d’homologia significatiu en la seva seqiéncia primaria
(Henderson and Maiden, 1990). La figura 1.3 ens mostra una seleccié de sistemes

de transport existents en la membrana d’Escherichia coli.
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H+ H+ H+‘ H+‘

PEP — EIP— HPrP — EIIIP

melibiosa
Na*/Li*/H*

respiracié
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tetraciclina
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.
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Figura 1.3. Tipus de transportadors de membrana d'una célllula bacteriana
d’Escherichia coli (Henderson et al., 1990).

1. 1. 2. La subfamilia GPH (galactosides-pentoses-hexuronides)

La superfamilia SSF consta d’onze families tal com ja s’ha esmentat abans.
Reizer et al., 1994 ens expliquen que dins d’aquesta superfamilia existeixen families
que consten de transportadors procariotes exclusivament com la familia SGF
(galactoside superfamily), la familia SNF (neurotransmiter superfamily) que conté
només transportadors de cél-lules eucariotes i finalment la resta de families que
consten de transportadors de cél-lules eucariotes i procariotes (Taula 1.1).

Tot i aixi, Poolman et al. (1996) ens descriu una nova forma de classificacié
dels transportadors transmembrana. Partint de la superfamilia de facilitadors majors
(MFS) es deriva una subfamilia anomenada GPH que transporta especificament
galactosids, pentoses i hexuronids, (figura 1.4) mitjangant diversos cations.
Transportadors com la permeasa de lactosa (LacS) d’'Streptococcus thermophilus, i
la permeasa de melibiosa (MelB) d’Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i

Salmonella typhimurium en formen part. Conforme s’han anat obtenint sequéncies
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primaries, s’ha pogut observar que transportadors uniport, simport i antiport poden
formar part d’'una mateixa familia homologa, tot i que aquests transportadors simport

i antiport lliguin diferents substrats i les reaccions d’estequiometria siguin diferents.

Members of the GPH Transport Family

Protein Organism
\ Fils
—— LacS S.thermophilus W

| —— LacS L.bulgaricus

Lacs’
| RafP P pentosaceus
|
[
|

LacS Lclactis =

‘— MelB K pneumoniae —‘
—— MelB E.coli MelB’

MelB S.typhimurium J

GusB E.coli 7

i e XynC B.subtilis .
il XylP L. pentosus ‘GusB'

= — F479 E.coli J

F481 E.coli

— — NHMP

Figura 1.4. Classificacio filogenética de transportadors de
membrana membres de la familia GPH (Saier et al., 2000). La
permeasa de melibiosa de Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae i Escherichia coli (MelB); permeasa de lactosa de
Lactobacillus bulgaris, de Leuconostoc lactis i Streptococcus
thermophilus (LacS); transportador de xylosa de Lactobacillus
pentosus (XylIP) i de Bacillus subtilis (XynC); transportador de
glucuronid d’E.coli (GusB) permeasa de rafinosa de Pediococcus
pentosaceus (RafP), F479 d’E. coli (F479) i F481 d’E.coli (F481).
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Taula 1.1. Classificacié de la superfamilia dels transportadors simport de sodi/solut (SSF)

Membres

Substrats

Organismes

SSF (simport sodi/solut)

Sucres, aminoacids, vitamines,
nucleosids i ciclitols

Bacteris i mamifers
obligatoris de transport
simport Na'/solut

SNF (simport de
neurotransmissors)

Neurotransmissors, hormones,
osmolits, aminoacids, creatina i
d’altres soluts

Especific d’eucariotes.
També poden utilitzar CI
com i6 co-transportador

SDF (simport de dicarboxilats)

Dicarboxilats organics, aminoacids
acidics (aspartat i glutamat) i
dicarboxilats dels cicle de Krebs
(succinat, fumarat i malat)

Mamifers, bacteris i
especies rizobials

SPF (simport de fosfats)

Fosfats inorganics, drogues i
d’altres soluts desconeguts

Mamifers i bacteris

SGF (simport de galactosids)

Lactosa per bactéries gram-
positives i melibiosa per bacteries
gram-negatives.

Especific de procariotes

SCF (simport de citrats)

Tricarboxilats del cicle de Krebs

Especific de procariotes

SAF (simport d’alanines) Alanines Bacteris
SLIVF (simport d’aminoacids de Bacteris
cadenes ramificades)

SEF (simport de glutamats) Glutamats Bacteris

SBF (simport d’acids biliars)

Acids biliars i d’altres substrats
desconeguts

Exclusiu de mamifers

SNF (simport de NaCl)

NaCl

Procariotes i eucariotes
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En general pero, i basat en prediccions d'estructura topolodgica i d’estructura
secundaria, tots els membres de la GPH consten de 12 helix transmembrana
(Henderson et al., 1993). L’estudi comparatiu de les sequéncies primaries de cada
transportador ens donen un grau de similitud suficientment alt per concloure que
parteixen d’'un origen comu (Poolman et al., 1996) (figura 1.4). Tot i aixi, cada un
d’aquests transportadors de la familia GPH mostren selectivitat d’unié a diferents
cations (Taula 1.11), cosa que facilita I'estudi d’identificacié dels diferents llocs d’unié

de cada proteina pel catio.

Taula 1.1I. Classificacié dels diferents cations utilitzats per la subfamilia GPH

Substrat MeIBEC MeIBSY MeIBKp LaCSST GUSBEC
a-galactosids

melibiosa H*, Na*, Li* Na*, Li* H* H* NT
B-galactosids

T™MG Na*, Li*, (H*) Na*, Li* H*, Li* H* NT
Lactosa Na®, Li nd Li* H* NT
Monosascarids H*, Na’, (Li*) nd nd H* NT
D-galactosa

ol f-glucurdnids  H', Na* nd nd nd H*

Melibiosa, 6-O-a-galactopiranosil-D-glucosa; TMG, metil-B-D-thiogalactopiranosid; Lactosa, 4-O-f-
galactopiranosil-D-glucosa; nd, no determinat; NT, No transportat. Els cations entre paréntesi volen
dir que l'activacio per ells és molt pobre. Les dades de la taula es troben descrites a Poolman et al.
(1996).

Poolman et al. (1996), comparen ’homologia de sequéncia de I'hélix Il i del llag
10-11 entre els diversos organismes de la GPH, ja que molts mutants realitzats fins
aleshores indicaven aquest residus com a possibles llocs d’unié als substrats. Ams
aquesta comparacid, comproven que molts aminoacids acidics (aspartics i glutamics)
es conserven en tota la familia de transportadors catid/solut i d’altres que es
conserven entre la mateixa subfamilia dins la mateixa familia GPH. Les substitucions

d’aquests aminoacids en aquestes regions dels transportadors de MelB
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d’Escherichia coli i de LacS d’Streptococcus thermophilus per aminoacids neutres
resulten en una inhibici6 total o quasi total del transport. Aquests resultats
suggereixen que els residus acidics com a minim contribueixen a la coordinacio del
catio lligant. La prova més concloent realitzada fins aleshores, és la del paper del
residu Asn-58 de la MelBgc (Escherichia coli) i la preséncia d’aquest mateix residu
en posicions equivalents en d’altres microorganismes de la familia GPH que co-
transporten amb el catié Na™.

En resum, les diferéncies en el sentit del transport (simport versus antiport) i
d’especificitat d’'unié al substrats d’aquests co-transportadors catid/sucre responen
en general a petites diferéncies en la sequéncia primaria d’aquests transportadors
dins la familia GPH i fins i tot en d’altres families co-transportadores catié/substrat.
De vegades, tot i que no en la majoria dels casos, sén tant subtils que la substitucid
d’'un sol aminoacid canvia qualsevol dels processos esmentats abans. Tot i que el
transportador de lactosa LacY d’Eschericia coli (LacYgc), no és un membre de la
familia GPH i per tant no presenta un grau d’homologia de sequéncia significatiu
(pertany a la familia dels transportadors MFS i més concretament a la familia de
transportadors simport d’oligosacarid/H* (OHS)), presenta una gran similitud
funcional i estructural amb membres de la familia GHP (Saier, 2000), especialment
amb la MelB. Més concretament, tenen una estructura secundaria molt similar, amb
un model topoldgic de 12 hélix transmembrana amb el costat N- i C-terminal a la
cara citoplasmatica, i a més comparteixen molts substrats (lactosa, melibiosa,
thiomethyl galactoside, a-NPG). De fet, els membres de la familia GPH mostren una
gran similitud amb la resta de transportadors de la superfamilia MFS, pero la LacY
d’Escherichia coli esta molt més estudiada i per tant resulta ser un model molt util per
fer estudis comparatius amb diferents transportadors de la GPH.

El gran avanc¢ en el coneixement de la funcid i estructura del transportador
LacY d’Escherichia coli es va produir després del clonatge i sequenciacié del seu
gen, lacY (Teather et al., 1978). A partir d’aleshores, s’han pogut fer estudis de
mutagénesi dirigida, que possibilitaven la ubicacié dels llocs d’'unié del sucre i el
catio. La posterior purificacio i reconstitucio en lipids purs de la proteina que imitaven
forgca bé les condicions salvatges (proteina en la membrana cel-lular) han permés

realitzar estudis espectroscopics de FTIR (le Coutre et al., 1997), de fluorescéncia
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(Menezes et al.,, 1990) i de cinética de transport i reaccions d’estequiometria
(Poolman and Konings, 1993) que han contribuit en I'aprofundiment del coneixement
de la seva estructura i funcié. Els avengos aconseguits amb aquesta linia
d’investigacié de la LacY d’Escherichia coli, determinaren una directriu important en
la linia d’investigacid que es dura a terme pel transportador MelB (Pourcher et al.,
1990) a més de utilitzar-se com a referencia comparativa. A més de compartir
substrats i tenir un model topologic d’estructura secundaria molt similars, la MelBgc i
la LacYgc, també activen quasi el mateix nombre de llocs d’'unié de la proteina quan
s’addiciona el sucre a-NPG en abséncia d’energia, és a dir, en estat d’equilibri
(Damiano-Forano et al., 1986). A més el model de transport de substrats es descriu
per un model de 6 estats i en el mateix ordre d’'unié i desunié en ambdds casos
(Bassilana et al., 1987).

1. 2. El transportador de melibiosa (MelB)

La MelB d’Escherichia coli catalitza 'acumulacié d’a- o B-galactosids a l'interior
de la ceéllula, gracies a I'energia obtinguda dels cations Na*, H" o Li* que co-
transporta de forma simport. Es una proteina integral de membrana de 473
aminoacids, 70% dels quals sén apolars i esta codificada pel gen melB (Yazu et al.,
1984). Tot i que la majoria de bacteris utilitzen transportadors H*/solut, la MelB
constitueix una excepcio, ja que té I'habilitat d’utilitzar qualsevol dels tres cations
depenent del substrat que transporta. Cada catid6 competeix pel mateix lloc d’unio
essent el Na* i el Li* millors activadors (Damiano-Forano et al., 1986; Bassilana et
al., 1988). Aquests llocs d'unioé de la MelB als cations han estat subjecte d’'un ampli
estudi per mutagénesi dirigida (Pourcher et al., 1993; Wilson & Wilson, 1992, Zani et
al., 1993; Zani et al., 1994), per construccié de quimeres de MelB amb d’altres
proteines de MelB homologues, com la quimera MelBegc-MelBkp (MelB de Klebsiella
pneumoniae) (Hama & Wilson, 1993) i amb altres proteines de la superfamilia, com
la fosfatasa alcalina codificada pel gen phoA (Pourcher et al., 1996). Els resultats
d’aquests estudis indiquen que el costat N-terminal és essencial per la unié del catio,
tot i que també es necessita de la col-laboracié d’alguns residus del costat C-terminal
per tal d’estabilitzar la unié (Hama & Wilson, 1993). Fins i tot, la unio del sucre al

costat C-terminal del transportador també influencia la unié del catié (Cordat et al.,

11



Introduccié

2000). ElI model topologic acceptat actualment (figura 1.5) consta de 12 hélix
transmembrana, amb el costat N- i C-terminal a la cara citoplasmatica de la
membrana, i esta recolzat per important estudis immunoldgics (Botfield & Wilson,
1989; Pourcher et al., 1996), estudis extensius de fusié de gens melB-phoA (Botfield
et al., 1992; Pourcher et al.,1996) i mapatge mitjangant digestio proteolitica (Gwizdek
et al.,, 1997). Estudis de fotomarcatge (Ambroise et al., 2000) i mutagenesi
combinada amb analisi per fluorescéncia (Cordat et al.,, 2000) confirmen la
importancia del domini hélix IV- llag 4-5 per la funcié de transport de la MelB. A més,
estudis d’espectroscopia de fluorescéncia intrinseca (Mus-Veteau et al, 1995) i de
FRET (Cordat et al., 1998; Maehrel et al., 1998) han demostrat que la unio del cati6 i
el sucre a la MelB reconstituida en liposomes d’Escherichia coli indueix canvis

conformacionals selectius i cooperatius entre substrats.
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Figura 1.5. Model topoldgic d’estructura secundaria de la MelB proposat per Pourcher
et al. (1996). Les helixs transmembrana es representen amb rectangles. Cercle

verrTelblticquﬁ,?a% %eel @wﬁ%en el llag 4-5, mutada a cisteina en el mutant R141C.

La funcio de la MelB és la d’'acumular activament a- o B-galactosids en cel-lules

d’Escherichia coli. Ja cap als anys 80, es sabia que la MelB transportava o- i p-
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galactosids juntament amb el cati6 H* o el cati6 Na* (Van Thienen et al., 1978; Cohn
and Kaback, 1980). Una mica més endavant, es va poder demostrar gracies a la
construccié de mutants que presentaven la unio als cations Na* i H" alterada, que el
Li* també formava part d’aquest grup de cations co-transportadors de la MelB (Niiya
et al., 1982). La MelB aprofita I'energia a favor de gradient del catié co-transportador
(augmenta l'afinitat del transportador pel sucre) i electroquimica AY (augmenta la
taxa de transport del sucre), de manera que pot acumular melibiosa a dins la cél-lula
en contra de gradient del sucre (Cohn and Kaback, 1980). Més concretament, el
catioé controla I'estabilitat del complex ternari catié/sucre/MelB a la cara interna de la
cél-lula, de manera que regula la taxa de transport d’aquest (Leblanc et al., 1989;
Pourcher et al., 1990). Depenent de si el sucre que transporta és un a-galactosid,
pot fer servir qualsevol dels tres cations i si és un p-galactosid fa servir Na* o Li",
perd no el H™ (Wilson and Wilson, 1987).

Els passos moleculars que succeeixen durant el reconeixement dels substrats i
el seu posterior transport, és una de les recerques claus alhora de conéixer amb
profunditat el funcionament d’aquestes proteines transportadores de membrana. Per
aquest motiu i pel fet que la investigacidé estructural necessita de la proteina
purificada i reconstituida, el primer pas és l'estudi del seu transport (Cohn and
Kaback, 1980). La mesura de l'activitat de la proteina va poder ésser calculada per la
tecnica de dialisi de flux amb el sucre a-NPG (p-nitrophenyl-a-galactoside) analeg de
la melibiosa (Cohn and Kaback 1980), la qual permet obtenir el nombre de llocs
d’'unié actius de la proteina quan s’afegeix el sucre. L’experiment es basa en la
mesura de la competéncia entre 'a-NPG (analeg de la melibiosa) i la melibiosa
(Damiano-Forano et al., 1986). Mitjancant aquesta mateixa técnica, en un altre
treball (Bassilana et al., 1985), també es va poder calcular I'estequiometria de
transport dels substrats de la proteina, que és de 1 a 1. Més endavant, es va
descobrir que la MelB també podia transportar una gran varietat de (-galactosids
com la lactosa (4-O-B-galactopiranosil-D-glucosa), l'arabinosa (L-arabinose-B-D-
galactoside), la fructosa (D-fructose-p-D-galactoside) i el TMG (o- i p-nitrophemyl-3-
D-galactoside) juntament amb el catié Na* o el Li*. Per altra banda els a-galactosids
com la melibiosa (6-O-a-galactopiranosi-D-glucosa), raffinosa  (O-a-D-

galactopyranosyl-(1->6)-a-D-glucopyranosyl-B-D-fructofuranosid) i el a-NPG fa servir
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qualsevol dels tres cations, H*, Na® o Li* (Wilson and Wilson, 1987). Tot i la
possibilitat d’utilitzacié de qualsevol dels tres cations quan la MelB transporta o-
galactosids, la Kp (0.7 uM quan NaCl és 10mM) d’unié d’a-galactosids és més baixa
pel Na* que pel H" (Bassilana et al., 1985), cosa que suggereix un mecanisme
simport de la MelB variable segons el catié co-transportador. Cal remarcar, que el H”
exerceix un paper inhibidor en la unié de la MelB amb a-NPG a concentracions de
Na® inferiors a 10 mM, cosa que indica que els dos cations competeixen pel mateix
lloc d’unié (Damiano-Forano et al., 1986).

En un treball sobre el transport, Bassilana et al. (1987) estudiaven el transport
en vesicules RSO (right side out membranes)sense energia en tres condicions
diferents: Influx (de fora a dins), quan la concentracié de melibiosa és més gran a
fora les vesicules que a dins; I'efflux (de dins cap a fora), quan la concentracio a
dins és més gran que a fora; i exchange (intercanvi), quan estem en situacio
d’equilibri, és a dir hi ha la mateixa concentraciéo de melibiosa a dins i a fora de les
vesicules. Els resultats van indicar que la MelB transporta la melibiosa i qualsevol
dels tres cations Na*, Li*, o H" de forma asimétrica, ja que I'efflux és de 10 a 40
vegades més gran que l'influx. La representaci6 de les cinétiques d’efflux i
exchange en preséncia de melibiosa i els cations H*, Na* o Li* (figura 1.6), indica
que la Vmax €s més alta en condicions d’efflux i exchange quan el catié co-
transportador és el H*, en comparacio amb el catié Na*. L'efflux i exchange son
molt iguals quan la MelB esta incubada amb melibiosa i el catié co-transportador és
el Na*. Per altra banda, el cati6é co-transportador Li* presenta un efflux una mica per
sota del nivell assolit pel Na* i en canvi, el nivell dexchange és quasi negligible. A
més, hi ha indicis que sostenen la idea anterior que la unié i desuni6 del sucre i el
catio és sequiencial, cosa que es va confirmar en un estudi posterior (Bassilana et al.,
1988).
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Figura 1.6. Representacié grafica de lefflux (EF) i de
'exchange (EX) de la MelB incubada amb melibiosa i els
cations: H" (Mel-H*), Na* (Mel-Na*) o Li* (Mel-Li*). Resultats
publicats per Bassilana et al. (1987).

Aquest ultim estudi va aprofundir més en la sequenciacié de la unié i desunio
dels substrats durant el transport de manera que primer s’uneix el Na* (disposant-se
d’'una forma que afavoreixi la posterior unié del sucre) i en ultim lloc el sucre,
seguidament es produeix la translocacié dels substrats a la cara interna de la
membrana i s’allibera el sucre primer i finalment el Na* (figura 1.7). Aquest pas
d’'alliberament del Na* a la cara interna de la cél-lula és molt lent en comparacié amb
I'alliberament a la cara externa de la membrana que és molt rapid, cosa que referma
la observacié del treball anterior, on diu que la MelB funciona de manera asimeétrica.
En un estudi recent, Ganea et al. (2001) van mesurar directament I'activitat
electrogénica durant el transport de la MelB mitjangant la técnica SSM (solid
supported membrane). Van observar que en condicions de dos substrats i quan el
cati6 co-transportador és el Na® o el Li*, s’obtenen dues respostes transitories
eléctriques, una de rapida (1 = 15 ms) que reflecteix la transferéncia de carregues a
la MelB durant la unié als substrats i una de lenta (1 = 350 ms) que correspon a la
transferencia de carregues a través de la membrana durant la translocacié dels

substrats.
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Figura 1.7. Model dels estats de transport de
substrats de la MelB (Bassilana et al., 1988).

1.2. 2. Lloc d'unié dels cations de la MelB

Un cop establert quins sén els co-substrats transportats per la MelB i de quina
manera es transporten, el seguent pas d’investigacio a realitzar, és trobar quines sén
les parts estructurals de la proteina involucrades en la uni6 i translocacié dels
substrats. Tot i que la informacié estructural de que disposem avui en dia, diu que la
unié del sucre i catié és cooperativa entre si, els estudis realitzats comencaren per la
identificacié dels llocs d’'unié al sucre per una banda i per l'altra, els llocs d'unié al
cati6. La mutagénesi dirigida amb combinacié d’altres metodes d’analisi, un cop el
gen esta clonat i sequenciat resulta ser la eina més potent per tal de descobrir cada
un dels aminoacids implicats en el mecanisme de reconeixement, unié i transport. La
MelB ha estat i és subjecte de mutacions per tal de descobrir els aminoacids
implicats en la unié i transport del catio i el sucre. Aixi doncs, és important saber
quins son els aminoacids que poden estar implicats en el reconeixement del sucre i
del catio.

Els primers estudis que es feren sobre la unié dels cations a la MelB, ja
indicaven el paper clau del costat N-terminal en el reconeixement i unié al catio
(Hama and Wilson, 1994). Un estudi previ amb mutants d’Escherichia coli
(Kawakami et al., 1988) va resultar en una diferenciacio dels llocs d’'unié per cada

catio, de manera que el Li* i el H" comparteixen una mateix domini d’unié i el Na*
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s’uneix a un altre domini. Existeixen més treballs realitzats en aquesta direcci6 com
el de Pourcher et al. (1993) on es van substituir varis aminoacids acidics per
aminoacids neutres, D19C (Helix 1), D55C i D59C (Helix Il) i D124C (Helix V)
resultant en una pérdua del transport degut a la falta d’'unié del Na* com a co-
transportador; fet que avala la hipotesi que aquests aminoacids acidics formen part
d’'una xarxa que coordina els cations Na*, H" i Li* (figura 1.8). Una altra observacio
que referma aquesta hipotesi (Poolman et al., 1996) és la relacié existent entre el
radi ionic del Na™ i el Li* (0.95 pel Na* Glusker, 1991) i la longitud de I'enllag O-H del
H3O" (0.90 A; Behr et al., 1982), que seria coherent amb el fet que el Na*, el H30" i
el Li* s’uneixen en el mateix lloc d’unio. El nombre de coordinacié per un catio, és el
nombre d’atoms o grups que I'envolten donant-li un parell d’electrons per compartir.
Malgrat que en el cas del Na, el H30" i el Li* aquest nombre és variable, igualment

poden unir-se a una mateixa regio si disposen dels lligands necessaris.

Figura 1.8. Model d’estructura
terciaria de la MelB, dels llocs d'unié
dels cations, segons Poolman et al.
(1996)
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Altres mutants de residus polars de la MelB molt conservats situats molt
proxims als residus D19, D55, D59 i D124, només van donar lloc a una petita
disminucié en el co-transport amb sodi (Zani et al., 1994). La construccié de
quimeres de MelB representa ser una altra eina important per estudiar la localitzacio
dels llocs d'uni6é de substrats, com és el cas de la construccié de quimeres de MelB
amb aminoacids provinents d’Escherichia coli i de Klebsiella pneumoniae (Hama and
Wilson, 1993). Els resultats concloien que 5 aminoacids de la hélix | i de la hélix |l de
la MelB eren essencials per al reconeixement del Na* i que la part C-terminal també

hi juga un paper molt important en el reconeixement i transport.

1.2. 3. Lloc d’'unio6 del sucre de la MelB

Pourcher et al. (1990), van realitzar un primer treball de mutagénesi dirigida,
que consistia en mutar cada una de les 7 histidines de la MelB per arginines. Les
histidines han resultat ser molt importants per a les funcions de moltes proteines
(Blow et al., 1969). El resultat d’aquest estudi indicava que, només la His94 era
important per a la uni6 i el transport de la melibiosa. Aquest resultat portava
consequencies molt interessants ja que semblava haver-hi un paral-lelisme entre la
LacYec que també tenia una sola His322 indispensable per a la seva funcié de
transport i la His94 de la MelB. Més endavant, un treball del mateix grup (Pourcher et
al., 1992) va permetre descobrir que la mutacié H94A transportava i unia melibiosa a
30°C de temperatura perd no a 37°C. Aquest fet i estudis de marcatge del transport
demostraren que la insercio i estabilitat de la MelB a la membrana depenia de la
preséncia del grup imidazol. Es a dir, la His94 és més important per a la insercio i
estabilitat de la MelB en membrana que per a la funcié en si. Cal destacar, que els
dos treballs mencionats es realitzaven sobre les mateixes ceél-lules o en RSO, ja que
la MelB activa encara no s’havia pogut purificar i reconstituir en liposomes.

Una altra forma d’estudiar la relacié estructura-funcié en proteines, i més
concretament la unié del sucre a la MelB és 'espectroscopia de fluorescencia. Els
fluordfors més utilitzats son els residus de triptofan i de tirosina de la proteina.
Aquests ultims pero, sén cinc vegades menys sensibles que els triptofans, i per tant
menys emprats a la practica experimental. La MelB conté 8 triptdfans, 6 en el costat

N-terminal i 2 en el costat C-terminal i per tant la fa una proteina candidata per
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aquest tipus de técnica (Mus-Veteau et al., 1995; Mus-Veteau and Leblanc, 1996;
Cordat et al.,, 1998). Concretament, Mus-Veteau et al. (1995) van investigar els
efectes de I'addicio del sucres amb els cations Na®, Li* o H" sobre la MelB, arribant a
la conclusié que la MelB sofreix canvis conformacionals per I'addicié6 de substrats
degut a la formacié de complexes ternaris sucre/catié/permeasa. Per tal d'estudiar
quins dels dominis de la proteina, el N- i el C-terminal, estan implicats en la unié dels
substrats que donen llocs als canvis conformacionals, si més no en I'entorn dels
triptofans, es construiren mutants dels triptdfans del costat C-terminal de la MelB, el
W299 i el W342 i es substituiren per fenilalanines (Mus-Veteau and Leblanc, 1996).
Els resultats d’aquest treball demostraren la implicacio directa del costat C-terminal
amb la unié del sucre i una petita contribucié del costat N-terminal, cosa que indicava
una possible cooperacio dels dos costats en la unié del sucre.

Posteriorment a la fluorescéncia intrinseca, es varen realitzar mesures de
transferencies d’energia (FRET) amb la MelB salvatge i amb cada un dels mutants
de triptofan de la MelB (Maehrel et al., 1998; Cordat et al., 1998). El treball de FRET
amb la MelB salvatge demostrava l'existéncia de transferéncia d’energia dels
triptdfans de Ila MelB al sucre fluorescent que s’hi wunia, el 2-(N-5-
dimethylaminonaphthalene-1-sulfonyl)-aminoethyl-1-tio-B-D-galactopiranoside (Dns?-
S-Gal) (Maehrel et al., 1998). Pel que fa al FRET dels mutants (Cordat et al., 1998),
es troba que els dos triptofans Trp64 (situat al llag 2-3) i Trp299 (situat a I'hélix IX)
son responsables del 80% del senyal de FRET. Concretament, els calculs indiquen
que el residu W64 esta a 20 A i que el W299 esta a 14 A del lloc d’unié al sucre,
Dns?-S-Gal, donant suport a la idea anterior que suggeria que la unié del sucre es
produeix al costat C-terminal, probablement a prop de les héelix IX i X i que el lloc
d’'unié al sucre també esta proxim al llag 2-3 del costat N-terminal. Un treball recent
(Cordat et al., 2000) combina les técniques de mutagénesi dirigida i fluorescéncia
intrinseca, per estudiar 6 mutants de triptdfan del costat N-terminal. Es va concloure
que només el W64 (situat a I'helix Il), el W116 (hélixs IV) i el W128 (llag 4-5, molt a
prop de I'helix 1V) sén responsables de les variacions del senyal de fluorescéncia
induides per cati6. Aquestes variacions de senyal induides pels substrats catié o
sucre son maneres de mesurar l'activitat de la MelB (Mus-Veteau et al., 1995), de

manera que si es produeix un canvi en el patré del senyal de fluorescéncia per
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I'addicié de substrats podem deduir que hi ha un canvi en el funcionament de la
proteina. A més, el W116 i el W128 també sén responsables de la variacioé de senyal
de fluorescencia induida per p-galactosids (Cordat et al., 2000). Aquests resultats
juntament amb els ja publicats anteriorment, suggereixen amb forga un paper
fonamental de I'hélix IV com a connector dels llocs d’uni6 del sucre i del catid, ja que
afecten al transport simport catié/sucre directament.

Existeix un ultim estudi sobre la unié del sucre a la proteina mitjangant la
tecnica de fotomarcatge (Ambroise et al.,, 2000) amb un sucre analeg de la
melibiosa, per tal d’identificar el lloc d’'unié d’aquesta. Després del fotomarcatge es
procedeix a la digesti6 de la MelB amb proteases, de manera que nomeés els
fragments fotomarcats no sofriran una digestio. La digesti6 amb proteases va donar
dos fragments, el CN1 (Asp124 - Met181) corresponent al llag 4-5 - helix V - llag 5-6 i
el CN2 que consta de Met310 - 1le347 (hélix X) i Met374 - Gly393 (hélix Xl). El paper
d’aquest ultim fragment en la unié amb el sucre ja el va trobar el treball anterior de
Mus-Veteau and Leblanc (1996). Del fragment CN1 implicat també en el
reconeixement del sucre, I'inic residu marcat del llag 4-5 és 'Arg141. Aquest ultim
resultat, és molt important a tenir en compte ja que part del treball d’aquesta tesi s’ha
realitzat sobre aquest mutant que recentment s’ha pogut construir i purificar en estat
funcional (Abdel Dayem et al., 2003).

1. 2. 4. Estructura secundaria de la MelB

Per entendre de forma detallada els mecanismes moleculars de la funcié d’'un
enzim, es necessita del coneixement de la seva estructura. En el cas de les
proteines de membrana, la minima informacié necessaria per tal d’establir un model
mecanicista de la funcid és la seva estructura topoldgica. Els primers estudis
encaminats en aquesta direccid es feren a finals dels anys 80 (Botfield and Wilson,
1988; Botfield and Wilson, 1989; Botfield and Wilson; 1992), tot i que la proteina
encara no s’havia pogut purificar i reconstituir en liposomes. Un primer treball en
aquest sentit (Botfield and Wilson, 1988) va trobar mutants d’'un sol aminoacid de la
MelB, que tenien el reconeixement al TMG i al Li* alterats a la vegada. Aquestes
mutacions, que donen alteracié6 d’'unié al sucre i al catid, formen part d’'un grup

important situades en diferents regions de la membrana les quals es suposen
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properes a nivell d’estructura terciaria. Un altre treball que va estudiar més a fons
aquestes mateixes mutacions d’aminoacids i d’altres mutacions al costat C-terminal
(Botfield and Wilson, 1989), indica que les hélix IIl, 1V, VI, IX i X formen part de la
regido de reconeixement del sucre i el cati6. S’ha de tenir en compte perd, que en
'época que es va fer aquest estudi, I'estructura predita en aquells moments per
analisi d’hidrofobicitat era de 11 hélix transmembrana, amb els costat N-terminal al
citoplasma i el C-terminal en el periplasma de la cél-lula. Els resultats sobre les
mutacions al costat C-terminal indicaven que aquesta regidé és més important per a la
insercid i estabilitat de la MelB en la membrana que no pas pel reconeixement dels
substrats. Aquests dos primers treballs, resulten en observacions no del tot certes, ja
que a més de no tenir en compte el model topologic predit fins avui dia, tampoc es
podien fer els estudis sobre la proteina purificada i reconstituia en membrana
artificial, lliure d’artefactes de la propia membrana cel-lular. Tot i aixi un treball
realitzat molt poc després, amb un anticos especific pel costat C-terminal de la MelB,
trobava que aquest es localitza a la cara citoplasmatica i que per tant la proteina ha
de tenir 10 o 12 segments transmembrana, i no pas 11 com es creia fins aleshores
(Botfield and Wilson, 1989).

El primer model topologic de la MelB més semblant a I'actual és el predit per
Botfield and Wilson (1992), que a resultes dels experiments realitzats amb fosfatasa
alcalina complementat amb els resultats de la prediccioé per analisi d’hidrofobicitat de
Goldman-Engelman-Steitz”, obtenen un model topologic d’estructura secundaria de
12 segments transmembrana d’uns 20 residus, cadascun format per 2 grups de 6
segments transmembrana i un llag central (llag 6-7) molt llarg que els uneix i amb el
costat C-terminal i N-terminal al citoplasma cel-lular. A diferéncia dels altres models
predits fins aleshores, aquest s’assembla molt als models predits per altres
transportadors bacterians com el de lactosa (LacY), el d’arabinosa, el de xilosa, el
transportador de citrat, el transportador de glucosa de cervell de rata, la familia de
transportadors de glucosa de teixits humans i els transportadors resistents a multi-
drogues dels humans, ratolins i hamsters (Henderson et al., 1990).

L’any 1995, es publica el primer protocol de purificacié de la MelB de forma
activa (Pourcher et al., 1995) de manera que l'opcié d’estudiar la seva estructura es

feu possible. A més, en aquest mateix treball es trobaven que el costat N-terminal
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constava de 4 residus més, per tant la proteina constava de 473 aminoacids. Aixi
doncs, a partir de la purificacio de la MelB en estat actiu, es va fer possible I'estudi
estructural de la MelB (Pourcher et al., 1996; Mus-Veteau et al., 1995; Mus-Veteau
and Leblanc, 1996; Cordat et al., 2000), indispensable per a la comprensié del
mecanisme d’accié de la proteina. D’aquesta manera, Pourcher et al. (1996)
mitjancant la mateixa técnica emprada en el treball de Botfield and Wilson (1992)
sobre quimeres de la MelB (amb fosfatasa alcalina), van proposar un model
topologic d’estructura secundaria de 12 hélix transmembrana, amb el costat C- i N-
terminal a la cara citoplasmatica, perdo amb el llag central (llag 6-7) molt més curt i
per tant com a consequéncia molts aminoacids localitzats en dominis hidrofilics es
veuen desplagats cap a dominis hidrofobics (vegeu figura 1.5).

Per altra banda, també es comencaren a fer estudis espectroscopics de
fluorescéncia de la MelB purificada i reconstituida en liposomes, en funcié de
I'addicié de substrats (Mus-Veteau et al., 1995; Mus-Veteau and Leblanc, 1996). El
primer estudi (Mus-Veteau et al.,, 1995), observa que la MelB sofria canvis
conformacionals selectius i cooperatius si més no en I'entorn dels triptdfans per
I'addicio de substrats seguint un mateix patrd, independentment de I'ordre d’addicio
d’aquests substrats. L’addicio del catio Na* (10 mM) resultava en una disminucio del
2% del senyal total de fluorescéncia i per contra, I'addici6 de melibiosa (10 mM)
augmentava el senyal total fins a un 15%. Per tal de trobar quins dels 8 triptofans de
la MelB del costat C-terminal i el N-terminal estaven implicats en els canvis de senyal
de fluorescéncia per I'addicié de substrats, es feren mutants dels 2 triptdfans del
costat C-terminal substituits per fenilalanines, W299F i el W342F (Mus-Vetetau and
Leblanc, 1996). Cap dels mutants individuals, W299 i W342, ni el doble mutant
W299/W342, inhibiren significativament la funcio de transport de la MelB. L'addicid
de Na® o Li" resultava en una disminucio del 2% del senyal de fluorescéncia igual
que a la MelB salvatge, cosa que s’explica si la variacié de senyal del catié és
depenent basicament del costat N-terminal. En canvi, la unié d’a- i B-galactdsids a
qualsevol dels tres mutants incrementava el senyal de fluorescéncia, perd es produia
un desplacament de 10 nm cap al blau indicant una disminucié de I'accessibilitat al
solvent degut a la unié del sucre molt propera als residus W299 i W342. L’addici6 de

TMG pero, també incrementa la fluorescéncia dels triptdfans N-terminals cosa que
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indica una proximitat entre alguna o algunes hélixs del costat N-terminal al lloc d’uni6
del sucre. Aquesta observacio indicaria que a nivell 3D les héelix IX i X estan
proximes al costat N-terminal. Aquest ultim treball ens déna una idea més real de la
relacio estructura i funcié del transportador, ja que observem els canvis produits en
les diferents regions durant 'addicié de substrats.

Un treball posterior (Gwizdek et al., 1997), estudia el model topologic
d’estructura secundaria des d’'una vessant també més fisioldgica en la linia del treball
anterior, és a dir, quines parts de l'estructura secundaria estan exposades al
periplasma i citoplasma durant el funcionament del transportador. El treball es centra
basicament en la protedlisi limitada de les regions accessibles de la MelB per una
fosfatasa alcalina en abséncia o amb un o ambdds substrats. Els resultats de la
digestio de la MelB sense substrats, és a dir del complex binari H*/MelB, indicaven
que els llagcos 4-5, 6-7 i el 10-11 estan a la cara citoplasmatica i els llagos
periplasmics son altament resistents a la digestid per proteases. Tot i aixi, quan
s’addicionaven els cations Li* o Na’, el lla¢ 4-5 incrementava la seva resisténcia a
ser digerit, cosa que indicaria que esta a prop del lloc d'unié al catié. Encara meés,
quan es realitzava la digestio de la MelB en preséncia de qualsevol dels cations Li* o
Na® més la melibiosa, encara incrementava molt més el grau de resisténcia a la
digestid per proteases indicant que el llag 4-5 esta prop del lloc d’'unié del sucre i el
cati6 i que per tant interaccionen en un grau més o menys elevat com a
consequeéncia dels canvis conformacionals produits. Per contra, el complex ternari
H*/mel/MelB no conferia resisténcia a la digestié d’aquest llag. Durant el mateix any,
es publica un altre estudi mitjangant la técnica de mutageénesi dirigida encaminat a
'estudi de I'estructura de la MelB (Weissborn et al., 1997). En concret, es van
realitzar mutants de cada una o totes quatre cisteines que té el transportador,
substituides per serina o valina i posteriorment s’addicionava N-ethylmaleimide
(reactiu especific per als grups sulfidril) que hi reacciona. Els resultats van indicar
que només la Cys364 és diana del reactiu i que cap de les cisteines té un paper
essencial per al funcionament de la MelB. Durant aquests ultims cinc anys, la técnica
de mutagénesi dirigida es transforma en la eina més important per a la localitzacio
de residus importants en I'estructura i funcié de la MelB (Wilson and Wilson, 1998;
Franco et al., 2001; Ambroise et al., 2000; Abdel Dayem et al., 2003).
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Dins del camp de la mutagénesi dirigida, I'obtencié de dobles mutants és una
técnica d’us creixent durant aquests ultims anys, per a moltes proteines i també per
a la MelB (Wilson et al., 1995; Wilson and Wilson., 1998; Ding and Wilson, 2000). En
el cas de la MelB, la técnica consisteix en la incubacié en plaques de fermentacié
amb melibiosa (d’agar Mc Conkey) de mutants de cél-lules d’E,coli amb la funci6 de
transport deficient o quasi deficient. Al cap d’'uns dies comencen a créixer colonies
fermentadores, les quals un cop s’ha analitzat el seu DNA, contenen dues mutacions
que reverteixen I'efecte de la mutacio inicial indivudual. La interpretacio dels resultats
es basa en el fet, que les dobles mutacions obtingudes han d’estar proximes a nivell
3D, perqué s’originin i aixi poder revertir I'efecte de la primera mutacié. Wilson and
Wilson (1998), ens mostraren un treball que constava en l'obtencié de dobles
mutants que revertien les primeres mutacions de I'Asp124 per Ser, lle o Phe. Els
resultats indicaven que nomeés els mutants D124F i D124S donaven alteracions de la
funcié i només el D124S donava dobles mutants D124S/V375A i D124S/V375G,
suggerint que I'hélix IV on es situa 'Asp124 i I'hélix XI on es situa la Val375 estan
properes. El paper de I'Arg-52 també s’estudia amb més profunditat mutant-la i
obtenint els seus dobles mutants, suggerint que la insercié de carregues positives a
les hélix transmembrana neutralitzen I'efecte de la pérdua d’aquesta arginina (Franco
and Wilson, 1999). Més concretament, I'helix Il esta proxima a les hélixs I, 1V, i VII
per mitja d’'un pont sali entre 'Arg-52 i I'Arg-55 (hélix Il) i 'Asp-19 (hélix I).

La combinacio de la técnica de mutagénesi dirigida substituint aminoacids per
cisteines i I'addicié de reactius sulfidrics que reaccionen amb elles, també suposa
una bona eina d’estudi per a la ubicacié d’aminoacids dins I'estructura topografica
predita (Weissborn et al., 1997). Matsuzaki et al. (1999) van estudiar els mutants de
cisteina dels aminoacids 39 al 66 gran part dels quals es situen a I'helix Il, la qual
juga un paper molt important en la unié del catié co-transportador (Pourcher et al.,
1993; Zani et al.,, 1994). L’analisi consisteix en aplicar un reactiu sulfidric que
reacciona amb les cisteines accessibles que no estiguin protegides per la unié de
substrats o per una configuracio estructural determinada. Els resultats van indicar
que els aminoacids A56, 153, A51, F48, G45, V44 estan situats en la part més
hidrofilica de la hélix i com a consequéncia els autors van suggerir que aquests

aminoacids formen part del cami de la melibiosa i del cati6 associat. En un treball
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recent (Ding and Wilson, 2000), es va demostrar mitjangant I'analisi de dobles
mutants que existeix interaccié entre I'helix Xl i les hélixs I, Il i V. De la mateixa
manera, un altre treball que també estudia els dobles mutants obtinguts de la
mutacidé Lys377-Val de I'hélix Xl, indicava que aquesta esta propera a I'hélix I
(Franco et al.,, 2001), cosa que corroboraria els resultats mostrats en el treball
anterior de Ding and Wilson (2000).

Tot i que I'obtencidé de mutants que reverteixen mutacions és una bona eina per
a l'obtencié d’informacié estructural de la proteina, I'estudi sobre mutants unics els
quals presenten anormalitats en la unio i transport de substrats, també sén capagos
de donar informacié valuosa (Ding et al., 2000). Aquest estudi va donar evidéncies
de la proximitat entre I'hélix Il i les helix I, IV, VII'i X i per altra banda de I'hélix IV amb
la IX formant part del canal per on es transporta el catié/substrat. Un altre treball del
mateix grup (Ding and Wilson, 2001), va combinar els dos métodes de mutants de
cisteina i d’addicié d’'un agent sulfidric sobre I'hélix |, resultant en 'observacié que
aquesta hélix esta completament rodejada d’'un ambient aquds i I'analisi dels dobles
mutants obtinguts de les mutacions originals K18C i Y31C indiquen que les hélixs I,
IV i VII estan properes en l'espai 3D. La Taula 1.1l ens mostra les dades de les
mutacions realitzades a la MelB i el seu efecte, fins a dia d’avui. S’ha de tenir en
compte, que les mutacions s’han ubicat segons el model d’estructura topologica de
la MelB més recent, proposat per Pourcher et al. (1996).

Totes aquestes dades complementades amb els experiments realitzats per
espectroscopia, representen un bon aveng en l'estudi de I'estructura i funcidé de la
MelB (Mus-Veteau et al., 1995; Mus-Veteau and Leblanc, 1996; Maehrel et al., 1998;
Cordat et al., 1998; Cordat et al.,, 2000). Existeixen varies propostes de models
d’organitzacio de les hélixs de la MelB molt similars entre si, perd el model proposat
per Cordat et al. (2000) sembla ser el que engloba d’'una més clara els resultats

obtinguts fins ara (figura 1.9).
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Figura 1.9. Model bidimensional de disposicié de les
helixs o de la MelB proposat per Cordat et al. (2000).
L’helix IV fa de nexe d'unié entre el costat N- i C-

terminal.
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Per altra banda, s’han obtingut cristalls 2D de la MelB i han sigut analitzats per
difraccid d’electrons a 8 A de resolucié (Hacksell et al., 2002). Els resultats han
reafirmat I'existencia de 12 hélixs a transmembrana disposades asimétricament en
dos dominis, 4 de les hélixs d’'un domini, no toquen cap molécula de lipid, de manera
que rodegen una esquerda curvilinia central. Encara més, aproximadament una
tercera part de les hélixs es situen perpendicularment a la superficie de la membrana
i les dues terceres parts restants, presenten un angle determinat d’inclinacio
respecte la normal del pla de la membrana.

Tots aquest estudis son realitzats sobre la proteina directament, perd no sabem
com afecta 'ambient que I'envolta en la seva estructura i funcié. Un treball recent
(Dumas et al., 2000), estudia I'activitat de la MelB en funcié de la llargada de la
cadena acilica dels lipids de PC (fosfatidilcolina) monoinsaturats de liposomes en
fase liquida. Els resultats indiquen que la llargada de la cadena acilica dels lipids no
tenen cap influéncia en la unié de la melibiosa pero si en el seu transport. Encara
més, quan la llargada de la cadena acilica és igual a la de la MelB aquesta té una

activitat maxima.

27



Introduccid

Taula 1.11l. Classificacio de I'efecte de les mutacions més importants

Mutacions i localitzacié

Efecte funcional i/o
estructural

Referéncies

N-terminal

Defecte de la unio al catid

Hama and Wilson, 1993

P146S (lla¢ 4-5 molt proper a
hélix V), L236F i A240V (helix

VII)

Diferents regions pels cations.
Una per Na® i una altra per H" i
Li*

Kawakami et al., 1988

H94

No insercid i estabilitat a la
membrana

Pourcher et al; 1992

D19C (helix I), D55C i D59C

(helix 1) i D124C (helix IV)

Perdua capacitat de transport
amb el catié Na*

Altera les propietats de seleccio
cationica

Pourcher et al., 1993

Zani et al., 1993

5 aminoacids (helix I) i (hélix

I

Costat C-terminal

No reconeixement del catié Na*
Essencial pel reconeixement i
transport

Hama and Wislon, 1994

Mutacions als aminoacids
proxims a D19, D55, D59 i
D124

Disminucié del transport amb el
catio Na

Zani et al., 1994

W299, W342 i W299/W342

No uni6 al sucre

Mus-Veteau and Leblanc,
1996

C364 (llag 10-11)

Important pel funcionament

Weissborn et al., 1997

Cys-less No té cap efecte sobre el
funcionament
A52 (Hélix II) No uneix H" i es redueix Franco and Wilson, 1999

drasticament el transport amb
Na*

W116F (helix IV) iW128F
(llag 4-5)

Paper important en el transport
d’ambdods substrats catid/solut

Cordat et al., 2000

G365C

Inhibicié del transport de
melibiosa

Ding and Wilson, 2000

G17C, K18C, D19C, Y32C,
T34C i D35C
(hélix 1)

Pérdua de I'activitat de transport

Ding and Wilson, 2001

K377V (llag10-11 molt proper

a helix XI)
D59K (hélix I1)

Deficient acumulacié de
melibiosa
No acumula melibiosa

Franco et al., 2001

D55 (helix I1) i D124 (Helix IV)

La configuracié de les carregues
i 'estructura dels Aa sén
importants pel manteniment del
transport

Ding and Wilson, 2001

R141C

R149C

Uneix substrats perd no els
transporta
No uneix ni transporta substrats

Abdel Dayem et al., 2003
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1. 2. 5. El mutant R141C

El mutant R141C de la MelB d’Escherichia coli també s’ha estudiat
paral-lelament a I'estudi de la MelB salvatge, per tal de poder comparar diferéncies i
similituds en l'estructura i funcié. Quan es va poder purificar i reconstituir en lipids
(Abdel Dayem et al., 2003) es va dur a terme el seu estudi a nivell de bescanvi
hidrogen/deuteri i de polaritzacid, en diferents condicions de substrats per
espectroscopia ATR-FTIR. Aixi doncs, al tractar-se d’'una de les mostres estudiades
en aquest treball, és interessant fer una descripcidé de les seves principals
caracteristiques.

Tal com s’ha explicat a I'apartat anterior, uns estudis realitzats anteriorment
sobre el fotomarcatge i la protedlisi limitada de la MelB, suggereixen que un dels
quatre aminoacids basics del llag citoplasmatic 4-5 (Arg141) (vegeu figura 1.5), té un
paper molt important en la funcié de transport simport (Gwizdek et al., 1997,
Ambroise et al., 2000). Per aquest motiu, s’ha estudiat els aminoacids basics del llag
4-5, mutant-los per cisteines (Abdel Dayem et al., 2003) i els resultats indiquen que
les Arg-141 i Arg-149 sén essencials per I'activitat del transport de la MelB. El mutant
R149C és totalment inactiu, perqué no uneix i no transporta. El mutant R141C en
concret, té inhibits el transport i el flux de substrats no depenent d’energia pero si
que uneix ambdds substrats. La Kp pel o-[°H]NPG del mutant R141C és de 2.5 (de 3
a 4 vegades menys afinitat que la MelB), perd en canvi no van trobar canvis
significatius en la Kp del sucre en preséencia de sodi. Si s’introdueix una carrega
positiva mitjangant un agent tidlic es recupera parcialment el transport de substrats.
Per altra banda, no es va aconseguir obtenir dobles mutants que revertien la mutacio
R141C i per tant no es pot assegurar que la carrega positiva a la posicié 141 s’uneixi
a una carrega negativa desconeguda. Tot i aixi, s’ha demostrat la importancia del
residu Arg141, el qual pot estar involucrat directament en la reaccioé de translocacio

del co-substrat o en el desenllag del substrat a la cara interna de la membrana.
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1. 3. L’espectroscopia vibracional per a I’estudi de proteines

L’espectroscopia vibracional, RAMAN, ressonancia RAMAN i espectroscopia
d’infraroig (sobretot amb transformada de Fourier) han estat ampliament utilitzades
per I'estudi de proteines L'espectre vibracional d’'una molécula ve determinat per
I'estructura tridimensional i pel camp de forces vibracionals i per tant, I'analisi
d’aquest tipus d’espectres pot aportar informacié de I'estructura molecular i de les
interaccions inter- i intramoleculars. Essencialment, podem distingir dues grans
arees de recerca, la primera es centra en l'estudi de l'estructura secundaria de
macromolécules biologiques utilitzant basicament I'espectroscopia d’infraroig FTIR i
laltre és [I'estudi molecular de mecanismes enzimatics, que involucra les
espectroscopies RAMAN, ressonancia RAMAN i FTIR de diferéencia.
L’espectroscopia vibracional és altament sensible a qualsevol canvi de I'estructurai a
les interaccions moleculars, i per tant, amb la col-laboracié d’altres métodes d’analisi
d’estructura podem aprofundir molt en el coneixement del funcionament i I'estructura
molecular de les molécules biologiques (Vogel and Siebert, 2000).

El present treball, s’ha dividit essencialment en dues parts que consten
primerament en I'estudi de I'estructura secundaria de la MelB mitjangant FTIR de
transmissié i per ultim I'estudi de I'estructura i funcié d’aquesta mitjangant ATR-FTIR.
Evidentment, per a I'estudi de I'estructura d’una proteina, les eines més potents son
la difraccid de Raigs-X i I'espectroscopia de NMR. Pero fins a dia d’avui, la gran
dificultat per cristal-litzar aquestes proteines de membrana i en general, la seva
grandaria fan de I'espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier una gran
candidata per a I'estudi de moltes proteines de membrana i per tant, de la MelB en el
nostre cas concret. Cal afegir, que tot i que la cristal-litzacié és possible, segueix sent
molt dificil conéixer la fisiologia dels sistemes proteics i per tant encara constitueix

una eina complementaria molt poderosa per a I'obtencié de la seva estructura 3D.

1. 3. 1. Espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier (FTIR)

L’espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier, és una técnica que
es basa en 'absorcio de la llum infraroja per part de les molécules o macromolécules
a estudiar. La condicié essencial perqué es produeixi absorcié de la llum infraroja és

que l'energia de la radiacio incident es correspongui amb la diferéncia d’energia
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entre nivells vibracionals d’'una molécula. Les transicions només es poden donar
entre nivells vibracionals adjacents, implicant un canvi en el moment dipolar de
I'enllag que absorbeix la radiacié. D’aquesta manera obtenim una série de bandes en
un espectre d’absorcié, que provenen d’aquestes vibracions moleculars. Es un
meétode molt apropiat per a I'estudi de proteines de membrana (Cabiaux et al., 1997;
Lérenz et al., 2001; le Coutre et al., 2002), ja que degut a I'elevada longitud d’ona de
I'infraroig els problemes de dispersié son quasi inexistents. A més, la sensibilitat és
molt alta, i amb una relativa poca quantitat de proteina és possible estudiar proteines
en membranes bioldgiques intactes ja que les bandes d’absorcid dels lipids i de les
proteines estan poc sobreposades i per tant es poden estudiar individualment quasi
sense interferencia (Vigano et al., 2000).

Des del punt de vista practic, I'obtencié d’informacié de les bandes més
importants en les proteines, les bandes amida, presenta el problema de resolucié de
les bandes constituents, ja que sén bandes amples superposades unes amb altres,
de manera que no sén gens senzilles de separar individualment per al seu estudi.
Aixi doncs, fins que els métodes matematics d’aprimament de bandes no es posaren
a la practica i milloraren, no es va resoldre el problema. El métode matematic
d’autodesconvolucié (aprimament de les bandes) de Fourier (FSD) proposat per
Kaupinen et al. (1981), és el procediment més acceptat i utilitzat fins a dia d’avui. El
meétode permet resoldre les bandes de manera que es pot quantificar I'estructura
secundaria de la proteina, a més de millorar la informaci6 qualitativa. Tot i aixi, a la
practica segueix sent un repte I'obtencié d’espectres i un analisi acurat d’aquests,
perque els tractaments de desconvolucié sempre produeixen una petita distorsioé de
I'espectre original. La millora en el procediment experimental i en I'analisi matematic
sén elements que s’han tingut en compte en aquest treball, a 'hora de la valoracié
dels resultats.

La descripcié abreviada d’'un aparell de FTIR de transmissié (figura 1.10) és la
seguent: consta d’'una font de llum infraroja que mitjancant un “beamspliter” (mirall
divisor del feix de llum) divideix el feix de llum d’IR en dos, dirigint-los un a un mirall
fix i un altre a un mirall mobil (que recorre una distancia determinada). Els dos feixos
de llum es tornen a unir en el divisor de feix, on es produeix una interferéncia entre

ells i es dirigeixen cap a la mostra. La llum que I'ha travessat és recollida per un
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detector. El senyal recollit és lI'interferograma que mitjangant I'aplicacié d’'una serie

de funcions, es transforma en I'espectre d’absorcié.

mirall fix

/ol
beamsplitter «—>
mirall mobil

font de llum IR

detector MCT

+—0

mostra

Figura 1.10. Esquema d’un aparell de FTIR

1. 3. 2. Introduccio al tractament matematic per a l’obtencié de les dades

A grans trets, la senyal de I'interferograma ve donada per la recombinacio dels
feixos de llum provinents del mirall fix i del mobil. La longitud del recorregut d’un dels
feixos varia amb el moviment del mirall mobil. Si les dues longituds del recorregut del
mirall fix i del mirall mobil sén iguals, no existira diferencia de fase i per tant es
recombinaran de forma constructiva per totes les frequéncies presents en el feix de
llum original. Si per contra, les longituds del recorregut son diferents, la recombinacio
de la senyal de llum dependra de la freqiéncia i de la distancia a la que estara el
mirall mobil (el retard).

El primer tractament que pateix l'interferograma, és I'aplicacié ficticia d’'una
funcié anomenada “boxcar” degut a la seva forma (vegeu figura 2.4 de materials i

meétodes) que és consequéncia del fet que el mirall mobil no es pot desplagar més
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enlla d’'una distancia I. El resultat és igualar a zero la senyal que correspon a les
distancies per sobre del retard maxim del mirall mobil. Val a dir, que la mida
adequada del retard maxim del mirall (distancia |) és un compromis entre la distancia
suficient per a una bona resolucié i una disminucié del soroll. El resultat és I'obtencié
d’un interferograma amb una banda central molt intensa i una série de lobuls laterals.
Per tal de disminuir aquestes oscil-lacions laterals i donar forma a la linia
instrumental, s’aplica d’'una funcié d’apoditzacié abans de procedir a la transformada
de Fourier a I'interferograma. La funcié d’apoditzacié utilitzada en el nostre cas és la
funcié triangle que és la més utilitzada per I'espectroscopia FTIR de mostres
biologiques. La transformacié de Fourier d’aquest interferograma ja apoditzat ens
doéna I'espectre d’absorcid.

Una de les consequéncies de l'aplicacio d’aquests tractaments matematics
resulten en un millora relacioé senyal/soroll (SNR) de I'espectre (Griffiths and Haseth,
1986). L’apoditzacid n’és un exemple ja que al disminuir els Idbuls laterals de
I'interferograma ens evita I'aparicié de bandes relativament amples per I'aplicacié de
la transformada de Fourier. De la mateixa manera, el truncament de l'interferograma
realitzat per la funcié boxcar de la zona que mesura a una resolucié6 més baixa,
també tindra un efecte en I'increment de la SNR dels espectres amb bandes amples
ja que les frequéncies espacials altes no es mesuren.

Un cop ja tenim un espectre d’absorcié, amb una SNR elevada que seria la
situacio més ideal, el primer procediment matematic a aplicar és la resta digital de la
contribucio de I'aigua (tampd). Si es substitueix I'aigua per deuteri, aquesta resta és
molt més facil de realitzar, ja que el deuteri no absorbeix en les zones d’interés on si
absorbeix I'aigua. Seguidament procedim a I'obtencié de les bandes individuals que
composen aquestes bandes amples de qué parlavem abans. En el cas d'una
proteina, obtenim les diferents bandes amida i les bandes lipid. Les bandes amida,
que son del nostre interés, sén bastant amples de manera que sense tractament
addicional no podem obtenir cap informacié sobre les bandes individuals que la
composen. Avui en dia, existeixen diversos tipus de tractaments matematics per a
'aprimament de les bandes, un és el de FSD (Fourier self-deconvolution; la
autodesconvolucié de Fourier) (Kauppinen et al., 1981; Kauppinen et al., 1981;

Kauppinen et al., 1981) i un altre és el MEM (maximum entropy method, el métode
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de maxima entropia) (Stephenson, 1988). En el present treball, s’ha utilitzat el FSD
per al calcul de I'estructura secundaria de la proteina i per a I'analisi comparatiu dels
espectres de polaritzaci6 del mutant R141C i la MelB salvatge s’ha utilitzat un
sistema de desconvolucio basat en el métode de regularitzacio no lineal MEM (vegeu
tesis Lorenz-Fonfria, 2003). Aixi doncs, sigui quin sigui el métode I'aprimament de
les bandes rep del nom de desconvolucié de manera que obtenim cada una de les
bandes individuals que composen les bandes amida de la proteina. Per raons
d’'obtencié d’informacié d’interés i facilitat en la seva interpretacio, la banda amida |
és l'escollida per a desconvular, de manera que ens donara informacidé sobre
I'estructura secundaria de la proteina (Susi et al., 1967; Timascheff, 1967).

Un cop s’ha desconvulat la banda d’amida |, es sotmet I'espectre a la
quantificacié de cada una de les bandes individuals que composen I'amida | per un
procés matematic d’ajust de les bandes, de manera que podem obtenir I'area de
cada una de les bandes. L’assignacié de les bandes a cada tipus d’estructura
secundaria és un procés ampliament estudiat, i tot i les petites variacions existents
degudes a la gran varietat de proteines i les dificultats generades per la superposicié
de zones corresponents a estructures secundaries diverses, s’han pogut
caracteritzar bé les diferents regions (Byler and Susi, 1986; Goormaghtigh et al.,
1994).

1. 3. 3. El metode ATR-FTIR per al’estudi de proteines de membrana

Durant aquests ultims anys, I'espectroscopia d’ATR-FTIR (attenuated total
reflection-Fourier Transform Infrared) ha esdevingut un dels métodes més potents
per determinar I'estructura de components de membranes bioldgiques. L’aplicacié de
'ATR-FTIR, presenta unes avantatges addicionals de les ja descrites per FTIR de
transmissié (es necessita molt poca quantitat de proteina (1-100 pg) i els espectres
es mesuren en questido de minuts), i és que es pot modificar 'ambient de la mostra
de manera que la conformacio de la proteina es pot estudiar en diferents condicions
de pH, temperatura, pressid o en preséncia de substrats especifics (Vigano et al.,
2000). De la mateixa manera, també podem mesurar canvis en I'estructura terciaria

mitjangant I'obtencié d’'una cinética de bescanvi de protons per deuterons de la
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proteina i l'estudi de [lorientaci6 d'algunes de les estructures secundaries
(Goormaghtigh et al., 1999).

L’ATR- FTIR consta de I'aparell d’'infraroig més un accessori d’ATR (figura 1.11)
amb miralls, que determinen 'angle del feix de llum que ha de travessar la mostra i
un element de reflexio interna (IRE) on es diposita la mostra. El feix de llum infraroja
entra a dins 'IRE amb un angle determinat (45° en el nostre cas) i va travessant la
mostra per cada una de les reflexions produides. El nombre de reflexions produides
dependra de la mida del IRE i com més reflexions tindrem més intensitat de senyal.
La ultima reflexié és recollida per un dels miralls (el de sortida) i és dirigida cap al
detector. Un cop arribada la senyal al detector, es processa tal com s’ha comentat
anteriorment i obtenim I'espectre d’absorcié d’ATR. Aixi doncs, tot i que es tracta de
la mateixa espectroscopia, els espectres d’ATR presenten una série de
caracteristiques propies i lleugerament diferents dels espectres FTIR de transmissio.
La forma de les bandes de I'espectre d’ATR depeén dels seglents parametres: de la
longitud d’ona de la radiacio incident, dels indexs de refraccié de I'IRE i de la mostra,
de l'angle d’incidéncia de la llum IR i de I'eficiencia del contacte entre la mostra i
I'IRE (Goormaghtigh et al., 1999). Cap d’aquests parametres sén bons o dolents
intrinsecament parlant, sind que s’han d’adequar a les condicions i objectius
experimentals. Per tant, un bon coneixement de les seves caracteristiques i efectes
ens ajudaran a escollir els parametres adients per a I'elaboracié dels experiments.
En general perd, només en condicions de coeficients d’absorcié molt elevats per part
de la mostra o d’angles d’incidéncia de la llum IR propers a I'angle critic obtenim
espectres d’absorciéo molt distorsionats de la realitat.

Aixi doncs, tot i les petites diferéncies entre I'espectre d’ATR i el real,
I'espectroscopia ATR-FTIR és una eina molt adequada per a I'estudi de proteines de
membrana a nivell de canvis conformacionals produits per modificacions del medi.
Encara més, la utilitzacié de I'espectroscopia d’'IR amb ATR té algunes avantatges
meés respecte la de transmissio, tot i que canvii la forma de I'espectre d’absorcio
adquirit per ATR-FTIR. Una d’elles és que els espectres d’absorcié estan molt més
definits que els de FTIR de transmissio (Goormaghtigh et al., 1999). Una altra
avantatge i no menys important, €s que en els experiments de transmissié no podem

estar segurs del gruix de la mostra, ja que s’ha observat que petites bombolles d’aire
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o variacions en el pas de la llum, canvien el gruix de la mostra. Quan les mostres
estan en aigua, el pas de llum utilitzat és molt prim (6 um) i per tant és dificil de

reproduir d’experiment a experiment, cosa que per ATR aixd no succeeix aixi ja que

el pas de llum sempre és el mateix.

1. 3. 3. 1. Cinética de bescanvi hidrogen/deuteri per ATR-FTIR

Existeixen moltes formes de pertorbaci6 d’un sistema, una delles és el
bescanvi H/D (hidrogen/deuteri), que provoca una reaccido entre el dissolvent

(carregat de deuterons) i el solut carregat de protons:

D,0O
R-XH >~ R-XD

on X és I'element o grup quimic al que es troba unit I'hidrogen (H), R representa la
resta d’elements o grups quimics units a X i D és el deuteri. Essencialment, el

mecanisme d’aquesta reaccio depén del pH i de la naturalesa quimica del grup X.

Llum IR que prové

del “beamsplitter” detector MCT

mirall <
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Figura 1.11. Esquema d'un accessori d’ATR. Part inferior, disposicié dels miralls
reflectors i el IRE (element de reflexio interna) amb un angle d’incidéncia del feix de llum
de 45° . Part superior, vista ampliada de I'IRE, on es diposita el film de la mostra a
analitzar.

El proté de I'enllag amida (R-COO-NH-R;) que forma la cadena polipeptidica
de les proteines, pot bescanviar-se per un deuteré del medi, sempre que el proté de
I'enllag amida sigui minimament accessible al medi aquéds. Es a dir, els protons que
siguin inaccessibles degut a I'estructura on estan situats o perqué estan formant un
pont d’hidrogen fort, no es bescanviaran per deuterons del medi. Aixi doncs, els
estudis d’accessibilitat es realitzen mitjangant la utilitzacié de deuterons; en el
moment en qué una proteina es posi en preséncia d’aigua pesada, hi haura una
série de protons que es bescanviaran per deuterons. Els canvis d’intensitat de la
banda amida Il (1600-1500 cm'1) de la proteina, deguda principalment a la vibracié —
NH, es poden quantificar per espectroscopia d’IR ja que la vibracié —ND es desplacga
uns 100 cm” cap a freqliéncies menors. D’aquesta manera podem obtenir
informacio del grau d’accessibilitat a 'ambient aquds i de I'estabilitat de la proteina
en diferents condicions de substrats (de Jongh et al., 1997). Encara més, la
deuteracié dels enllagos polipeptidics provoca un corriment d’uns 5-10 cm™ de la
banda de I'amida | (Goormaghtigh et al., 1994). Degut al fet que la banda de I'amida
| ens déna informacio sobre I'estructura secundaria de la proteina, un analisi acurat
de la seva cinetica de bescanvi ens pot donar idea del grau d’accessibilitat de les
diferents estructures secundaries (de Jongh et al., 1997; de Jongh et al., 1997).

El bescanvi H/D també es produeix a les cadenes laterals, perd en aquest cas
els protons son molt més labils i per tant la gran majoria es bescanvien molt més
rapidament que els dels grups amida. La raé d’aquest fet ve donada per la relacié de
pKas dels grups que han d’acceptar o donar protons o deuterons (Englander et al.,

1996). Per altra banda el bescanvi és de l'ordre de mil vegades més lent en
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presencia d’estructura secundaria, perque el bescanvi H/D necessita que I'enllag no
es trobi formant un pont d’hidrogen fort (Gregory and Rosenberg, 1986). Cal tenir en
compte, que l'estructura terciaria i les interaccions amb la membrana també afecten
al bescanvi H/D. Aixi doncs, trobem que les zones que interaccionen amb la
membrana tot i formar part de la mateixa estructura secundaria, sofreixen un
intercanvi menor (Dempsey and Butler, 1992) i que les zones de les helix interiors de
la proteina presenten un bescanvi H/D de 10-50 vegades menys que les que estan
de cara al dissolvent (Clarke et al., 1997).

El bescanvi H/D és una técnica ampliament utilitzada per a l'analisi de
I'estructura i dinamica de les proteines i per identificar dominis submoleculars (Knox
and Rosenberg, 1980; Gregory and Lumry, 1985; Clarke and ltzhaki, 1998). La
cinética de bescanvi H/D es pot mesurar per ATR-FTIR sobre films de
proteoliposomes. Els canvis d’intensitat de les bandes amida Il i amida | de la

proteina durant I'exposicio a DO es poden seguir en temps real.

1. 3. 3. 2. Estudi de I'orientaci6 de proteines per ATR-FTIR polaritzat

La possibilitat d’obtenir informacié sobre I'orientacié de fosfolipids i estructures
secundaries de les proteines és una altra de les aplicacions importants de
I'espectroscopia ATR-FTIR (le Coutre et al., 1997; le Coutre et al., 1998; Grimard et
al., 2001). El métode es basa en el fet que la llum d’absorcié d’'IR és maxima quan el
moment dipolar de transicié és paral-lel al component del camp eléctric de la llum

incident:

2 2

F -\E\z .cos’T

oQ

Aaa—ﬁ~E
oQ

on I' és I'angle entre 6%Q i E.Es a dir, si tenim una membrana ordenada damunt

d’'una superficie d’'IRE (element de reflexid interna), totes les molécules i per tant, els
moments de transicié dipolars entre les molécules dins la membrana, tindran la
mateixa orientacio respecte a la normal de la superficie d'IRE.

Mesurant la intensitat de I'espectre canviant la polaritzacié del feix de llum

incident amb un polaritzador, podem obtenir informacié sobre I'orientacié dels dipols.
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A la practica, el R*™® que és la relacid entre la integracié de la banda d’absorcié
mesurada amb la llum incident polaritzada paral-lelament(An) respecte la integracio

de la banda dabsorbancia mesurada amb la llum incident polaritzada

perpendicularment(A, ), ens doéna tota la informacié sobre I'orientacié de les

molécules:

L’estudi de l'orientacio, mitjangant aquesta técnica és una bona eina per a
I'estudi de proteines de membrana i per tant de la MelB. Existeix un treball recent,
esmentat anteriorment, que estudia cristalls bidimensionals de MelB per difraccié de
raigs-X (Hacksell et al., 2002 ) que indica que existeixen 7 hélixs a transmembrana
amb certa inclinacid respecte a la normal de la bicapa lipidica. Encara més, els
resultats suggereixen I'existéncia de 2 tipus d’angles d’inclinacié d’helixs o definint
un forat curvilini central. Tot i indicar I'existéncia d’inclinacié d’algunes hélixs, no ens
dona idea dels graus d’inclinacio. L'aplicacio d’aquesta tecnica de polaritzacio de la
llum mesurada per ATR-FTIR, ens proporcionara aquesta dada. Existeixen altres
treballs amb d’altres transportadors homolegs a la MelB, com el cas del
transportador de Nah (Williams, 2000) que indica que les hélixs tenen de 10 a 27°
d’inclinacié respecte a la membrana. Resultaria molt interessant obtenir la mitjana
dels graus de les hélixs inclinades de la MelB, i establir posteriorment si existeix
homologia amb d’altres transportadors de la superfamilia dels transportadors de

sodi.

1.4. La MelB com a model estructural i funcional d’altres transportadors
de sucre

La caracteritzacio de I'estructura i la funcié de la MelB, és important perqué, pot
servir com a guié per entendre l'estructura i funcié d’altres co-transportadors amb
Na® o H' de la mateixa familia, que intervenen en diverses malalties o que sén
dianes de lacci6 de farmacs i drogues. Un exemple d’aquests, son els

transportadors de neurotransmissors pertanyents a la familia dels SSF (Poolman and
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Konings, 1993; Reizer et al., 1994) situats en les terminacions sinaptiques. A més de
la funcié de neurotransmissid, també juguen una paper molt important en la
neuroregulacié i el desenvolupament del cervell (Jursky and Nelson, 1999). Per
aquestes raons, també estan implicats directament en [l'acci6 de farmacs
antidepressius i en processos de drogo-dependéncia (Pacholczyk et al., 1991; Tate
et al, 1999). Tots aquests transportadors de neurotransmissors tenen
caracteristiques estructurals i funcionals homologues a la MelB, ja que consten de
dotze o tretze hélixs transmembrana i, a més, el transport és Na*-depenent (Uhl,
1992). També existeixen moltes malalties degudes a la mala absorci6 de glucosa, o
bé degudes al transport deficient de glucosa al cervell, com la sindrome de la
proteina transportadora de glucosa (Klepper et al., 1999), o relacionades amb
'entrada de drogues que utilitzen el transportador de glucosa (Jolliet-Riant and
Tillement, 1999). Cal indicar també que existeix un grau d’homologia funcional elevat
entre el transportador de glucosa huma i la MelB; cosa que no passa amb la LacY
d’Escherichia coli, el qual utilitza H* en comptes de Na® (Poolman and Konings,
1993; Reizer et al., 1994). De la mateixa manera, existeix una altra familia de co-
transportadors de membrana depenent de Na’, un membre de la qual és el
transportador de sodi/iode de la tiroide, implicat en el hipotiroidisme i el cancer de
tiroide. Aixi, es plantegen terapies d’acumulacié de iode radioactiu per a tractar el
cancer de mama (Tazebay et al., 2000), cosa que implica I'estudi en profunditat del
transportador de iode, el qual t¢ homologia funcional i estructural amb la MelB
(Reizer et al., 1994). En definitiva, I'estudi en profunditat de la relacié de I'estructura i
funcié de la MelB ens pot servir de model per d’altres transportadors homolegs
especialment eucariotes, els quals son dificils de purificar en estat actiu i en

quantitats suficients pels estudis estructurals.
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2. Objectius

Els transportadors de membrana sén en general, proteines poc conegudes
sobretot estructuralment parlant, degut en part a I'elevada dificultat d’obtenir cristalls
d’aquestes proteines. Tot i que la MelB junt amb el transportador de lactosa d’E.coli
(LacY) pertanyen al grup de transportadors de membrana sodi/solut més estudiats,
la informacié estructural és reduida. El primer objectiu d'aquest treball és
comprovar la prediccio estructural de la MelB, que consisteix en un model topologic
de dotze segments transmembrana, és a dir, trobar la composicié d’estructura
secundaria de la MelB i la seva quantificacid per espectroscopia de FTIR. D’altra
banda, estudis per espectroscopia de fluorescéncia intrinseca trobaven canvis en la
intensitat del senyal dels triptofans de la proteina, deguts a la unié de substrats. El
segon objectiu doncs, €s comprovar si aguests canvis son locals dels triptofans de
la proteina o comprenen canvis conformacionals a nivell d’estructura.

El tercer objectiu d’aquest treball és estudiar la cinetica de bescanvi H/D a
nivell d’amida 1l i amida | de la MelB en diferents condicions de substrats, per tal
d’identificar el tipus d’estructura implicada en els processos d'unid i transport de
substrats. Per aquesta rad i pel fet de disposar d’'un mutant de la MelB purificat i
reconstituit en lipids, el R141C, el qual uneix substrats perd no els transporta, el
quart objectiu d’aquest treball va ser estudiar la cinética de bescanvi H/D d’aquest
mutant. El seu estudi ens pot donar informacio sobre la dinamica i accessibilitat de
les estructures secundaries implicades solament el procés d'unié al substrats. El
cinqué objectiu d'aquest treball és l'estudi de l'orientaci6 de les estructures
secundaries de la MelB salvatge i del mutant R141C en diferents condicions de

substrats, mitjancant polaritzacié per ATR-FTIR.
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3. Métodes experimentals

3. 1. Materials utilitzats

El p-Nitrophenyl a-D-(6->H)galactopiranoside ([’H]a-NPG es va sintetitzar al
Laboratoire de Physiologie des Membranes Cellulaires, sota la direccié del Dr. B.
Rosseau. La sintesi del LAPAO ((3-lauryl-amido)-N,N’-(dimethylamino) propylamine
oxide) es va realitzar tal com esta descrit per Brandolin et al. (1980). El dodecyl
maltoside (DM) es va obtenir de Boehringer Mannheim i la resina Ni-NTA de
Quiagen. Els SM-2 Bio-Beads es van obtenir de Bio-Rad. Els lipids totals
d’Escherichia coli (precipitats amb acetona/éter) es van comprar a Avanti Polar
Lipids. Per a preparar medis lliures de Na* (contenint menys de 20 mM de sals de
sodi) es van utilitzar sals o elements quimics altament purificats de Suprapur, Merk.

La resta de materials utilitzats es van obtenir de fonts comercials.

3. 2. Obtencio6 de la MelB o el R141C purificats i reconstituits

El procés de purificacié i reconstitucié de la MelB salvatge o el mutant R141C,
compren diverses etapes que han de finalitzar en I'obtencié de la proteina en estat
pur, funcional i el més similar possible a I'estat natiu per a poder estudiar-la a nivell
estructural real. L’estat més proxim al natiu correspon a la proteina reconstituida en
liposomes, pero també s’ha obtingut i estudiat, la proteina solubilitzada en detergent
per a poder establir comparacions. La figura 3.1, ens mostra un esquema dels
passos necessaris per a I'obtencié de la MelB salvatge o el mutant R141C llestos per

a I'estudi estructural i funcional per espectroscopia d’infraroig.

3. 2. 1. Obtencio6 de vesicules invertides de membrana (IMV's) amb MelB o
R141C recombinants

La MelB salvatge es va obtenir a partir de cél-lules d’Escherichia coli
transformades amb el plasmid recombinant pK31AAHB, tal com esta descrit per
Pourcher et al. (1995), que inclou un promotor tac dins el gen melB, acabat amb una
successio de 6 triplets que es tradueixen per His a I'extrem 3’. Aquestes 6 histidines
(6 His tag) confereixen a la MelB una alta afinitat pels ions niquel, de manera que

permeten la seva purificacié usant una columna de niquel Ni-NTA.
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Bactéries DW2 RecA-AmelA AmelB
expressant
el transportador de melibiosa

l

Preparacio de les IMV’s

l

Solubilitzacié de les proteines de membrana
degut a 'acci6 del detergent (DDM) durant 30

miniits i a 4°C

l

Centrifugacié a 280000g
durant 20 minuts

l

Incubacié del sobrenedant amb la resina
Ni-NTA (25ml resina/g proteina les IMV’s)
durant 1h i a 4°C

|

Construccio de la columna FPLC

l

Rentats de la columna

|

Elucié de la proteina en preséncia
d’imidazol 100 mM

|

L’elucidé es fa passar per una columna
de bescanvi anidnic, Mono-Q que reté
les proteines contaminants

Figura 3.1. Esquema del protocol de purificacié de la MelB.
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El mutant R141C es va obtenir a partir de cél-lules d’Escherichia coli
transformades amb el plasmid recombinant pK95AAHB que contenia el gen melB,
sense les seves cisteines natives (C-less). La Cys-235 es va reemplagar per una
valina i les Cys-110, Cys-310 i la Cys-364 per una serina, basant-se en els estudis
anteriors fets per Poolman et al. (1996). La substitucio de Cys es va produir per
reaccions en cadena de polimerases (PCR) utilitzant els encebadors adequats (27-
30 nucleotids, Genosys). La MelB C-less conserva les mateixes caracteristiques i
manté els mateixos nivells d’expressio que la MelB salvatge (Weisssborn et al.,
1997). La substitucié de I'’Arg141 per una cisteina es va realitzar sobre la sequéencia
de la MelB C-less mitjangant la técnica de PCR. Finalment, tal com es va fer per la
MelB, s’inclou un promotor tac dins el gen melB C-less amb la mutacié R141C,
corresponent a les histidines a I'extrem 3’, per a la seva posterior purificacio.

Les cel-lules acabades de transformar amb la MelB salvatge o el mutant R141C
recombinants es van fer créixer en 2 L de medi M9 (Life technologies, cataleg n°
10914-018) a 30°C amb un suplement de carboni i ampicilina (100 mg/ml) en el
centre de fermentacio de Marsella i posteriorment es van congelar a —80°C. Quan es
va comengar la purificacid, es van descongelar aquestes cel-lules fins a temperatura
ambient i es van resuspendre a una concentracié de 5mg/ml en un medi de tampé
Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, al qual després es va
afegir EDTA a una concentracio final de 5 mM per tal de desestabilitzar la membrana
bacteriana. Tots aquests passos es van realitzar a 4°C. Posteriorment, per tal de
desmembrar les célllules es va afegir DNAsa i RNAsa i MgSOs; a unes
concentracions finals de a 20 mg/ml i 15 mM, respectivament i es va sotmetre les
cél-lules a una pressio de 1200 Psi amb una French Press. Després d’aquest procés
es va afegir EDTA en excés (a una concentracié final de 15 mM). Les restes
bacterianes es van centrifugar a 1200 g durant 5 minuts i les vesicules obtingudes
del sobrenedant es van rentar amb tamp¢é Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, B-
mercaptoetanol 5 mM i sotmeses a una centrifugacié durant 20 minuts a 280000 g.
Un cop acabada la centrifugacio, es va descartar el sobrenedant, es va resuspendre

les IMV’s amb el mateix tampé i es van congelar a —80°C.
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3. 2. 2. Purificacio de la MelB o el R141C

Tots els passos de la purificacido es van realitzar a 4°C i es va dur a terme
essencialment tal com descriu Pourcher et al. (1995). Les vesicules es van
descongelar i rentar amb tampé Tris-HCI 20 mM pH 8, NaCl 600 mM, glicerol 10%,
B-mercaptoetanol 5 mM, Imidazol 10 mM. Posteriorment, es van solubilitzar les
proteines de membrana amb LAPAO 1% (v/v) durant 20 minuts i es van centrifugar a
280000 g durant 20 minuts meés per tal d'eliminar les restes de membrana
bacteriana. Les proteines solubilitzades es van incubar durant 1 hora amb la resina
de niquel Ni-NTA. Després es va construir una columna amb resina de Ni-NTA i
seguidament, es va procedir als rentats de la columna, primer amb tampd Tris-HCI
20 mM pH8, NaCl 600 mM, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5 mM, Imidazol 10 mM,
LAPAO 0.1% (v/v), i el segon rentat es va fer amb el mateix tampo pero substituint el
NaCl 600 mM per NaCl 50 mM. El tercer rentat es va fer amb el mateix tampd que el
del segon rentat, perd per comtes d’utilitzar LAPAO com a detergent, es va utilitzar
DM 0.1%. Per ultim es va afegir el tamp6 d’eluci6 amb una concentracié d’imidazol
100 mM en excés perqué d’aquesta manera es desplaca la interaccié dels ions
niquel amb les histidines. Per tal d’eliminar algunes proteines contaminants que
encara quedaven junt amb la MelB es va fer passar 'elucié per una columna de
bescanvi anionic (MacroPrep Q), la qual reté les proteines contaminants i nomeés

deixa passar la MelB.

3. 2. 3. Reconstitucio de la MelB i el R141C

Es va realitzar una reconstituci6 amb lipids totals d’E.coli a una proporcio
lipid/proteina de 2 (pes/pes), ja que segons un estudi realitzat anteriorment per
espectroscopia de fluorescéncia (Dave, 2001), la proteina és més activa en aquestes
condicions. El procés de reconstitucié va partir de la MelB solubilitzada en DM
(0.1%, v/v) i es va barrejar amb lipids d’E.coli per donar una proporcio lipid/proteina
de 2 (p/p). Per tal d’extreure el detergent, es va deixar la mostra sota agitacié
constant durant tota la nit amb boletes de poliestiré (SM-2 Bio-Beads) a 4°C, tal com
descriu Rigaud et al. (1988). Aquestes boletes de poliestireé son capaces de
segrestar les molécules de detergent en preséncia de lipids totals d’E.coli. Un cop

acabada I'agitacid, es van filtrar les boles de poliestiré amb un filtre de llana de vidre,
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i els proteoliposomes es van sotmetre a tres cicles repetits de congelacié (amb N,

liquid)/descongelacio (a 30°C)-sonicacio (durant 30 segons)-rentats (amb tampé Kpi

100 mM pH7 per als experiments de FTIR de transmissio i amb tampé MES 20 mM,
KCI 10 mM pH 6.6 per als d’ATR-FTIR) per tal d’eliminar tot el NaCl de fora i dins del

proteoliposoma i obtenir una grandaria adequada d'aquests.

3. 3. Mesura de la concentraci6 i de I'activitat de la MelB o el R141C

Es va mesurar la concentracié de proteines segons el méetode Lowry et al.,
1951, utilitzant sero albumina com estandard.

Per a mesurar I'activitat de la MelB reconstituida en lipids i solubilitzada, es va
utilitzar el métode de fixacié del sucre radioactiu [a->N]NPG ja descrit anteriorment
(Damiano-Forano et al., 1986). Primerament, es van incubar les mostres a analitzar
a temperatura ambient amb monensina 0.75 uM i CICCP (carbonyl-cyanide-trichloro-
methoxy phenylhydrazone dicycloheyl-carbodiimide) 10 uM. La cél-lula de dialisi amb
flux continu consta de dues cambres situades una sobre I'altre, separades per una
membrana permeable a les molécules petites perd no als proteoliposomes o

micél-les de detergent (figura 3.2).

Addicié de la mostra de proteina i d'a-NPG

/ Cambra superior sota agitacié constant

Posici6é de la membrana semipermeable

< <4mmm  hirada del tampo

\

Recollida de Cambra inferior sota flux continu de tampé

fraccions de mostra

Figura 3.2. Esquema de la mesura d’activitat de la MelB mitjangant el sucre [a->NJNPG
i utilitzant una ceél-lula de dialisi, tal com descriu Damiano-Forano et al. (1986).
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La cambra inferior es va injectar amb tampé i les fraccions es van recollir a la
sortida. La suspensio de proteoliposomes o de MelB solubilitzada es va dipositar a la
cambra superior sota agitacié constant. Es va afegir 1 uM d’un analeg tritiat de la
melibiosa (3H)-a-NPG (0.8 mCi/mmol) i després de deixar equilibrar, el sucre que
estava fixat es va desplagar amb concentracions creixents del mateix sucre no
radioactiu. Al final de la manipulacid, es va afegir un excés de sucre per tal de
desplacar tot el sucre radioactiu fixat. Les constants de dissociacié del a-NPG
radioactiu (Kp) i el nombre maxim de llocs de fixacid (Bmax) €s van calcular

graficament, utilitzant la representacié d’Scatchard (Scatchard, 1949).

3. 3. 1. Comprovacié de l'estat de les mostres per espectroscopia de
fluorescéncia

Per tal d’assegurar el bon estat de la mostra durant el temps que pot passar
entre la seva obtencid i les mesures per espectroscopia d’infraroig, es va realitzar
una comprovacio de l'activitat de la MelB per fluorescéncia abans d’iniciar cada
experiment (Dave, 2001), mitjangant fluorescéncia intrinseca (Mus-Veteau et al.,
1995). La prova es basa en els canvis en la fluorescencia de residus Trp, com a
consequeéncia de la unié dels substrats. La figura 3.3 mostra un patro tipic de I'efecte
dels substrats d’'una mostra de MelB activa per espectroscopia de fluorescéncia.

Aquests experiments es van realitzar a 20°C amb un fluorimetre SLM AMINCO
8000, de SLM instruments, inc. La longitud d’'ona d’excitacié fou a 297 nm. Les
mesures es van realitzar en cubetes UV/visible de quars de 1x1cm amb mostres de
MelB o R141C a una concentraciéo de 20 pg/ml, préviament sonicades durant 30
segons per tal d’evitar agregacions. Aquestes cubetes disposen d'un espai a la base
per sotmetre les mostres a agitacio constant durant tot I'experiment per tal
d'assegurar que no hi ha sedimentacio de la mostra i que les addicions es barregen
bé i rapid. Les concentracions de les addicions van ser les mateixes que les
descrites per Mus-Veteau et al. (1995). Un cop fet I'espectre de la mostra sense
substrats, es va afegir NaCl a una concentracié final de 10 mM i es va adquirir
I'espectre. Seguidament, es va afegir melibiosa a una concentracié final de 10 mM i
es va tornar a adquirir un espectre. Els calculs de l'activitat es van realitzar

mitjangant 'equacio:
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AF /F = AP (L]

Kos +[L]

on AF és la variacié de fluorescéncia per I'addicié de substrat, F és la fluorescéncia
inicial, [L] és la concentracio de substrat, AF/Fax €s el canvi maxim de fluorescéncia
induit pel substrat i la ko5 és la constant d’equilibri aparent que descriu la meitat del

canvi maxim de fluorescencia (Mus-Veteau et al., 1995).

10 T T T I

(20 7]
(n
(2)

Fluorescence (Arbitrary Units)

L I 1 1
310 320 330 340 350 360
Wavelength nm

Figura 3.3. Espectres de fluorescéncia
de la MelB en diferents condicions de
substrats. Grafic obtingut de Mus-
Veteau et al.(1995).

3. 4. Estructura secundaria per espectroscopia FTIR de transmissio

3. 4. 1. Preparacio de la mostra
Es van incubar proteoliposomes de MelB amb diferents substrats (NaCl 10 mM,
melibiosa 5 mM, melibiosa 5 mM i NaCl 10 mM, LiCl 10 mM, KCI 10 mM i glucosa 5

mM) obtenint d’aquesta manera, diferents estats de la MelB. Aliquotes d’aquestes
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mostres es van sonicar breument (~12 mg/ml de proteina) en tampo amb H,O i es
van dipositar en finestres de CaF, amb espaiadors de llauté prims de 6 uym. Els
proteoliposomes de MelB (13-15 mg/ml de proteina) en tampé amb D,O (pD 7.4)
també es van dipositar en finestres de CaF, perd amb espaiadors de teflé de 25 pm.
La preparacio de la MelB solubilitzada es va dur a terme concentrant el material eluit
fins a obtenir una mostra que contenia 10 mg/ml de proteina en 0.4% de DM

(pes/pes).

3. 4. 2. Adquisicio dels espectres de FTIR de transmissio

Els espectres de FTIR de transmissié es van adquirir utilitzant un espectrometre
Mattson Polaris equipat amb un detector MCT (mercuri, cadmi, tel-luri), a 2 cm™ de
resolucid. L’'espectrometre estava sotmés a una purga continua d’aire sec, i excepte
en els casos expressos, es va mantenir la mostra a una temperatura de 25°C per
I'accié d’'una cél-lula termostatitzadora. Es van acumular 1000 escombrats per a
cada mostra utilitzant una llancadora que compensa les bandes de vapor d’H,O
residuals, es va apoditzar amb una funcié triangle i es va realitzar la transformada de
Fourier. La figura 3.4 ens mostra diferents tipus de funcions d’apoditzacié que es
poden aplicar a la transformada de Fourier. Per tal d’eliminar la contribucié de tampo
en els espectres d’absorcid i poder observar les bandes del lipid i la proteina, es va
procedir a la resta digital dels espectres del tampd adquirits en les mateixes
condicions que la mostra. El criteri utilitzat va ser I'obtencié d’'una linia base recta
entre 1950 i 1750 cm™".

3. 4. 3. Analisi dels espectres de FTIR de transmissio

L’analisi dels espectres es realitza mitjangant I'autodesconvolucié de Fourier
utilitzant I'algoritme de Kauppinen (Kauppinen et al., 1981) addicionat al programa
FD (Spectrum Square). Els parametres que es van utilitzar de forma general per a la
desconvolucio van ser els d’'una amplada de banda a mitja alcada (FWHH) de 14
cm™ i un factor k de 2.5-2.7. Els valors de k que s'utilitzaren sempre estaven per sota
el log (S(senyal)/N(soroll)) (Mantsch et al., 1988). S'utilitza una funcié de forma de
banda lorentziana i una funcid6 d’apoditzacié Bessel. Per a la realitzacié de la

derivada en I'espai de Fourier es va utilitzar I'algoritme de Kauppinen (Kauppinen et
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Figura 3.4. Tipus de funcions d’apoditzacié adquirides de Grifiths and Haseth (1986) i
de Marshall and Verdun (1990). En la columna D(x,l) es mostren les funcions
d’apoditzacié i en la columna (v,l) es mostren les transformades de Fourier respectives.

al., 1981) amb poténcia de derivacié 3 (la qual déna forma de quarta derivada a
I'espai real) i amb una distancia de tall de 0.2. Els espectres també es van processar

pel métode de restauracié de la maxima probabilitat, tal com es va descriure
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anteriorment (de Noyer and Dodd, 1991), executat amb ['aplicacié informatica
SSRES. L’ajustament de bandes i la quantificacié dels percentatges de les diferents
estructures secundaries, es realitza mitjangant un procediment iteratiu d’ajustament
de bandes per minims quadrats. L’ajust, realitzat pel programa CURVEFIT, es va
executar en el programa GRAMS (Galactic Industries Co.), permetent I'ajust de
bandes gaussianes a la regié amida | o I’ dels espectres desconvulats. L’ajust amb
bandes gaussianes es va iniciar amb els nombres i frequéncies de bandes obtinguts
per I'autodesconvolucio i la derivacié. Per a totes les bandes, es va establir una
FWHH de 10-14 cm™ i una intensitat de dos tercos la intensitat de I'espectre
d’absorcid a la mateixa freqiéncia aproximadament. Solament es va deixar que
existis una variacié de 2-3 cm™ de freqiiéncia respecte a la freqtiéncia inicial durant
I'ajustament de les bandes. La proporcié de cada estructura en particular es va
calcular sobre les arees de les bandes gaussianes ajustades i dividides per 'area
total de totes les bandes ajustades amb els maxims situats entre 1685 i 1620 cm™.
Per a les mesures del bescanvi H/D per transmissié, es va estimar el
percentatge total de protons no bescanviats mitjangant les proporcions d’arees de

banda per I'expressio:

(Y, o0
(% o

Les arees de 'amida | o I' i de I'amida Il es van obtenir per integracio de la regid
1696-1600 cm™ i 1568-1500 cm™, respectivament.

3. 5. Bescanvi H/D per espectroscopia d’ATR-FTIR

L’ATR-FTIR consisteix en un plat amb forma trapezoidal que, tot i que
existeixen altres dissenys de plats d’ATR-FTIR, aquesta forma trapezoidal és la més
utilitzada per a I'estudi de proteines en general (Goormaghtigh et al., 1999). El feix
de llum infraroja és dirigit cap al cristall de Ge, el qual és un medi amb un index de

refraccié elevat (transparent a la radiacié infraroja d’interés). L’angle critic d’entrada

52



Metodes experimentals

del feix de llum al cristall I’ATR, 8., que en el nostre cas és de 45°, depén de l'index

de refraccio de I'element de reflexié interna (IRE), n1 i del medi exterior, ny:
i1
0, =sin"'n,, (n,, =n,/n,)

Després de col-lisionar contra I'IRE, es produeixen varies reflexions totals de la
llum a dins de I'IRE fins arribar al final on la llum surt cap al detector.

L’equacio de Maxwell ens demostra que la superposicié de les ones entrants i
reflectides resulta en una ona perpendicular a la superficie de reflexié total. Aquesta

ona es representa a la figura 3.5 i es descriu per I'equacio:

E:2cos(g§5+¢]
P

e

on z és la coordenada situada a l'eix de la normal de la superficie de I'RE i

A, =A,1cos@ on Ay és la longitud d'ona dins I'IRE, i 4, =4/n,, i 6 és l'angle

d’incidéncia del feix de llum. El ¢ és el trasllat de la fase (desfasament). Existeix pero
una pertorbacié electromagneética en el medi posterior a la interfase reflectora,
anomenada ona evanescent. Aquesta ona es caracteritza per un decaiment

exponencial de la seva amplitud amb la distancia des de la interfase d’acord amb
E-Epe "

on Eo és la mitjana de la intensitat del camp magnétic a la interfase, E és la mitjana
de la intensitat del camp magnétic a la distancia z de la interfase en el medi posterior

i dp és la profunditat de penetracié de la ona evanescent. Es pot demostrar que:

dp= A 7
272(sin® @ —n2,) "2

(1)

Com més gran és ¢ 0 més petit és 6, més gran és la profunditat de penetracio

de la ona evanescent. La preséncia del camp evanescent és el que possibilita la
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interaccié entre la llum infraroja i la mostra situada a la superficie de I'IRE. La
distancia d’interaccié de la llum infraroja amb la mostra, sera aproximadament el
valor de la d,. Amb aquest resultat i 'observacio de la figura 3.5, podem dir que la
millor condicié per a les mesures amb espectroscopia d’ATR-FTIR és que la mostra
estigui molt a prop de la superficie d'IRE. Per aquesta rad, els films de proteines de
membrana o proteines reconstituies en lipids sén molt utilitzats (Arkin et al., 1996;
Cabiaux et al., 1997; Le Coutre et al., 1997; Tatulian et al., 1998). De la mateixa
manera, I'equacio (1) i la figura 3.5 ens indiquen que la intensitat de la banda de
I'espectre d’absorcié dependra del numero d’ona, ja que la d, i per tant la interaccié

amb la mostra incrementa amb la A.

3. 5. 1. Preparacié de la mostra de MelB o R141C i adquisicio dels

espectres
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Es varen preparar mostres de 20 ul de suspensié de proteoliposomes (155 ug)
en diferents condicions de substrats i es van estendre homogéniament sobre el
cristall de germani (60 x 10 x 2 mm, Harrick, Ossining, NY, amb 12 reflexions
internes a la cara del cristall on es diposita la mostra). Cada film es va deixar
assecar a temperatura ambient durant més d’1 hora, i posteriorment es va aplicar un
flux continu de nitrogen durant 30 minuts per assegurar un assecament maxim i aixi
evitar diferéncies en el grau d’hidratacié entre diferents mostres. L’aparell dATR es
va cobrir amb una peca d’acer inoxidable amb una entrada i sortida pel flux de
nitrogen gas i una altra entrada i sortida per un bany circulatori termostatic. L'us d’'un
termostatitzador que mantingui la mostra a una temperatura constant és essencial
per a la realitzacié de I'experiment, ja que els espectres de FTIR son extremadament
sensibles a les variacions de temperatura. Per a I'experiment de bescanvi, es va
exposar el film sota un flux continu de N, gas (220 ml/min) saturat amb vapor de
D,0, provenint de 6 vials amb 2-3 ml de D,O en cada un i 1 vial amb 6-7 ml de D,0O
(figura 3. 6). El primer vial ha de ser més gran perqué és el primer a gastar-se; si fos
d’igual volum a la resta, la insuflacié de vapor de D,O s’acabaria abans de finalitzar
I'experiment. El flux de N, gas es va fer bombollejar per cada un d’aquest vials i per
tant quan arribava a la mostra estava saturat d’aigua pesada. El tub de sortida del
vapor de D,O ha de ser suficientment llarg, perque les variacions de pressio i
temperatura exteriors no afectin a la mostra (veure figura 3.6) Abans d’iniciar la
cinética de bescanvi H/D es van recollir varis espectres cada 5 minuts per tal
d’assegurar l'estabilitat de la mostra inicial. Un cop comengat el bescanvi H/D, es
van recollir espectres cada 5 minuts durant els primers 300 minuts de la cinética,
després cada 10 minuts fins als 600 minuts i finalment cada 20 minuts fins a 770
minuts. Per a evitar d’altres artefactes deguts a la variacié de la temperatura, cal que
la temperatura exterior sigui constant i el més semblant possible a la temperatura de
la mostra. Cal tenir en compte que I'experiment dura unes 14 hores i, si no es fes
aixi, les oscil-lacions naturals de la temperatura podrien influir en els resultats. Tots
els espectres es van adquirir a 20°C utilitzant un espectrometre FTS6000 Bio-Rad,
equipat amb un detector MCT a una resolucié nominal de 2 cm™.

Es van analitzar films en quatre condicions diferents: (a) la MelB o el R141C

sense substrats addicionats (és a dir, en preséncia de H* com a Unic substrat) i a la
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MelB o el R141C incubats durant 12 h amb (b) NaCl 10 mM, (c) melibiosa 5 mM i (d)
melibiosa 5 mM i NaCl 10 mM. Totes les mostres es van sonicar breument abans
d’utilitzar per tal d’evitar agregacio i com a consequéncia, una extensio del film poc
homogeénia. Al final de la cinética de bescanvi H/D ens trobavem en un estat de film
rehidratat, de manera que les concentracions de medi amb sucre o amb sal
augmentaven. En el nostre cas s’augmentava unes 20 vegades comparat amb la

suspensio inicial i per tant, tots els llocs d’unié estaven saturats.

N, sec
Vials amb A’E(/A ,E'/A 'E( \
D,O 2
? > saturat
Bany termostatic » | de D,0O

Exterior

?;‘_?Igor de l'aparell Cristall
Feixal ~ d’ATR (IRE) Feix d'IR
detector
dIR

Figura 3.6. Esquema de la disposicid experimental d’'un experiment de bescanvi H/D
per espectroscopia dATR-FTIR.

3.5.1. 1. Neteja del cristall de Ge

La neteja correcta del cristall ’ATR és crucial ja que és important que no hi
quedi gens de mostra romanent d’experiments anteriors i que no es perdin les seves
propietats per deteriorament de la seva superficie. Aixi, primer es va afegir sabd
especial per a cubetes alcali, calent (45°C) durant 1 hora aproximadament. Segon,
es va fregar suaument amb els dits (amb guants) i es va afegir un altre cop sabd de
cubetes a temperatura ambient. Es va tornar a fregar suaument i es va procedir a

rentar amb H,O destil-lada. Es molt important, no deixar 'aigua damunt la superficie,
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sind esbandir varies vegades. Un cop realitzat l'ultim rentat, es va assecar
rapidament i amb insisténcia amb paper absorbent (que no deixi anar fils). Un cop

estava ben sec, ja tornava a estar a punt per a estendre-hi un altre cop la mostra.

3. 5. 2. Analisi dels espectres d’ATR-FTIR

Per a poder procedir a I'analisi dels espectres, es van haver de realitzar varies
correccions de les dades experimentals prévies a I'analisi de la cinética del bescanvi
H/D dels grups amida de la proteina. A) Es van corregir tot els espectres per la
contribucié d’aigua atmosférica (de Jongh et al., 1995), és a dir, es va restar
I'espectre del vapor d’aigua de cada un dels espectres de la cinética de bescanvi de
manera que les bandes de vapor es fessin zero. L'aparicié de vapor d’aigua succeeix
pel fet que en el cas de 'ATR no existeix llancadora que compensi els efectes del
vapor d’aigua i per tant els seus nivells van variant al llarg de I'experiment. La figura
3.7 ens mostra un espectre de la MelB sense substrats al minut 350 amb bandes de
vapor d’aigua i després de restar-les. B) Es va corregir la senyal de I'amida Il per
linflament del film aplicant la proporcié amida Il/amida | com a factor de
normalitzacié6 (Goormaghtigh et al., 1999). L’inflament del fiim es deu a la re-
hidratacio dels liposomes durant I'entrada de vapor de D,O, de manera que la
quantitat de mostra que queda en el pas efectiu de la llum, disminueix. Els rangs
d’integracié de les bandes amida | i Il van ser 1696-1600 cm™ i 1565-1525 cm™,
respectivament. Aquesta correccid es va fer assumint que I'amida | només es
desplaga uns pocs cm™ cap a nimeros d’ona més baixos degut al bescanvi H/D i per
aquesta rao I'area d’integracio de la regié de I'amida | reflexa la quantitat de proteina
que roman en el feix de llum IR efectiu. Encara més, com que les bandes amida | i Il
sén adjacents a I'espectre, d’altres tipus d’errors com el pas de llum efectiu depenent
del numero d’'ona o problemes de linia base es van minimitzar. C) Una tercera
correccio, es va referir a una possible contribucié del lipid a la regié de I'amida | i
I'amida II. Aixi que, es va realitzar una cinética de bescanvi H/D de films de lipids
d’E.coli sense la preséncia de proteina amb i sense substrats, per tal d’estimar la
contribucio de lipid a les regions amida | i || durant I'analisi de la cinética de bescanvi
H/D. EIl factor de resta es va obtenir escalant la banda de lipid d’estirament CH,

(3029-2780 cm™). Val s dir, que I'addicié de substrats no interfereix a les regions
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d’interés. D) Una altra correccio va ser la de restar la contribucié d’aminoacids de la
regid amida Il. Aquesta correccid es va realitzar mitjangant la creacié de dos
espectres sintétics a partir de la sequéncia primaria de la MelB. Un dels espectres
sintétics es va fer amb dades dels aminoacids hidrogenats de Venyaminov and
Kalnin (1990) per a la correccié dels espectres abans de comencar el bescanvi H/D i
I'altre amb dades pels aminoacids deuterats de Chirgadze et al. (1975) per a la
correccio dels espectres un cop comencat el bescanvi. El factor de resta per escalar
I'espectre d’aminoacids va ser el necessari per eliminar la banda de tirosines (la qual

esta molt resolta en la forma deuterada) (Lérenz et al., 2001).

/L
&4

0.4

0.3

Absorbancia

\_

T T T T 7/ T T T
3500 3000 2000 1500

Ndmero d'ona (cm™)

Figura 3.7. Espectre de la MelB sense substrats (H'/MelB) sense restar-li la
contribucié de vapor d’aigua (gris) i després d’haver-li restat (negre) i 'espectre de
vapor d’aigua (blau).
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3.5.2.1. Analisi de I'amida Il dels espectres d’infraroig

Un cop realitzades totes les correccions indicades, es van obtenir corbes del
bescanvi de la MelB en diferents condicions de substrats. Se sap que aquestes
corbes son la transformacié de Laplace de la funcid de distribuciéo del temps de
bescanvi dels hidrogens amida (Goormaghtigh et al., 1999). | per tant, la
transformacié inversa de Laplace de les dades experimentals ens donara la
distribucié dels diferents temps de bescanvi dels hidrogens amida. Les
transformades inverses de Laplace es van obtenir pel métode de regularitzacioé de
maxima entropia (Craig and Brown, 1986; Press et al., 1992), ponderat
preferentment a una estimacié plana (Lérenz, comunicacié personal). D’aquesta
manera ens assegurem que en el cas que no hi hagi informacié a les dades,
s’assigna una distribucié plana i s’evita aixi la sobreinterpretacié d’aquestes. La
solucio regularitzada es va obtenir aplicant una minimitzacié obligatdriament positiva,
mitjancant un meétode de variable métrica (Press et al., 1992). La tria del parametre
regularitzador afecta la resolucié de la distribucié calculada, perqué quan el seu valor
disminueix hi ha més detalls evidents perd per contra, el resultat esdevé cada cop
més depenent del soroll. Aixi doncs, el valor optim del regularitzador aplicat a totes
les mostres, es va considerar que era el valor més baix comu a totes les mostres
que no van donar resultats modificats significativament pel soroll, tal com indicaven
les simulacions de Montecarlo. Les simulacions de Montecarlo ens donen la variaci
de l'analisi dels experiments per la preséncia de soroll. Aixd s’aconsegueix utilitzant
com a referéncia les dades de I'ajust de les dades experimentals (les dades ideals) i
fent un numero de simulacions possibles. Aquestes simulacions es realitzen afegint
soroll sintétic a les dades ideals. El soroll sintétic es basa en el soroll experimental.
Tots els parametres i errors es refereixen als minims i als errors estandards

obtinguts de mostres independents en les mateixes condicions (n=2-3).

3.5. 2. 2. Analisi de 'amida | dels espectres d’infraroig

Per tal d’analitzar el comportament de cada una de les estructures secundaries
degut al bescanvi H/D a partir de 'amida | (Susi et al., 1967; Timascheff et al., 1967;
de Jongh et al., 1997), es van seguir diferents intensitats dels espectres

desconvulats de les cinétiques de bescanvi: a 1678 cm™ pels girs reversos, a 1660
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cm™ per hélixs a i estructures no ordenades i finalment a 1626 cm™ per lamina p.
Els parametres de desconvolucid utilitzats per a tots els espectres van ser una
FWHH de 14 cm™ i una k de 2 (per sota del log (S/N)) (Mantsch et al., 1988). La
seleccié dels numeros d’ona representatius de cada estructura secundaria es va
realitzar conforme al procediment descrit a continuacié: Primer, es van seguir una
seérie d’intensitats a diferents numeros d’'ona de tots els espectres de la cinética
restats previament pel primer espectre no bescanviat. També es va incloure una
intensitat corresponent a la linia base a 1860 cm™ on no existeix absorcié per part de
la mostra. Un cop arribats a aquest punt, es van seguir varis criteris de seleccio: (a)
el numero d’ona seleccionat ha de descriure una sola estructura secundaria sense la
contribucio d’una altra, excepte per a les hélixs a de les quals és dificil discriminar la
contribucié de les estructures no ordenades; (b) han de tenir una bona relacié
senyal/soroll (S/N); i (c) han de situar-se lluny de punts isosbéstics. Un cop es van
obtenir totes les corbes de les intensitats seleccionades, es va aplicar un metode
matematic lleugerament diferent a I'aplicat a la banda amida Il, ja que el seguiment
de la intensitat en una posicié dins la banda amida | no arribara al valor zero després
del bescanvi complet. Aquest fet és degut a qué I'amida | només es desplaca uns
pocs cm™ cap a valors menors del nimero d’ona, de manera que la banda resultant
(amida I’) tindra una absorbancia similar que la banda inicial (amida I) en la mateixa
regio. Dit d’'una altra manera, una cinética de bescanvi H/D ideal per un valor concret
del numero d’ona arribaria a una linia base plana no zero en la situacié de 100% de
bescanvi. Com a consequéncia d’aixo, la contribuci6 de qualsevol residu no
bescanviat en les posicions seleccionades de les cinétiques experimentals quedaria
emmascarada per aquesta linia base inevitable. Desafortunadament, en el nostre
cas no s’ha pogut calcular el 100% de bescanvi de I'amida | de la proteina, ja que
per aconseguir-ho caldria desnaturalitzar la proteina, i aquests processos donarien
un espectre de la banda amida | molt diferent a l'original i per tant no podria ser
comparable. Per aquesta rad, la nostra aproximacié es veu limitada als hidrogens
que mostren bescanvi mesurable durant la cinética experimental. En aquest context,
la correccido de la contribucié de les cadenes laterals d’aminoacids a partir dels
espectres sintétics en la banda amida |, no va afegir informacié als resultats ja que

només produia canvis en el valor de la contribucié de la linia base. Per tant, no es va
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restar la contribucid dels aminoacids a la banda amida |. Per al calcul de la
distribucié de poblacions, es va aplicar la transformada inversa de Laplace amb un
regularitzador Tikhonov no ponderat d’ordre zero (Craig and Brown, 1986) i es va
afegir una linia base (Lérenz, comunicacié personal). Aquesta regularitzador permet
que la distribuci6 només reflecteixi els protons bescanviats (és a dir, que no es
poden assignar a una linia base). Només es van considerar, els trets que mostraren
reproductibilitat entre dues mostres diferents. Els errors presentats es refereixen a

errors estandard d’experiments independents en les mateixes condicions (n=2-3).

3. 6. Estudi de I'orientacio per espectroscopia d’ATR-FTIR

3. 6. 1. Obtencio dels espectres de polaritzacio de la MelB i el R141C per
espectroscopia d’ATR-FTIR

Es varen preparar films de 20 ul d’'una suspensié de proteoliposomes de MelB
en tamp6 Mes 20 mM, KCI 10 mM pH 6.6 en diferents condicions de substrats,
extensos de forma homogenia a una cara del cristall de germani d’ATR (50 x 10 x 2
mm, Harrick, Ossining, NY, amb 12 reflexions internes a la cara del cristall on es
diposita la mostra). El solvent es va anar evaporant lentament a temperatura ambient
durant 1 hora i amb I'ajuda d’un flux continu de nitrogen gas durant 30 minuts. La
polaritzacié del feix d’infraroig es va fer amb un polaritzador KRS 694 (tallium
bromide iodide), i els espectres es van recollir amb un espectrometre FTS6000
Biorad. La figura 3.8 ens mostra la situacié del polaritzador de la llum abans d’entrar
a I'IRE; un cop la llum s’ha polaritzat es pot observar com incideixen el feix de llum

paral-lel i perpendicular en el cristall de Ge.

3. 6. 2. Analisi de I'orientacio de la MelB per ATR-FTIR

L’analisi de I'orientacié de la proteina comporta la realitzacié de diversos calculs
complicats, perd0 que en determinades condicions experimentals es poden
simplificar, ajudats per les hipotesis establertes ampliament en la literatura (Arkin et
al., 1996; le Coutre et al., 1997; Goormaghtigh et al., 1999). En aquest sentit, abans
d’obtenir 'angle de l'estructura molecular d’interés, s’ha d’obtenir el parametre

d’ordre de l'estructura orientada.
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IR light
e

Figura 3.8. Representacié esquematica de
I'IRE i del pas del feix d’infraroig polaritzat.
Existeixen dos plans possibles de polaritzacid,
E\ (polaritzacioé paral-lela al pla incident) i E;
(polaritzacié perpendicular al pla incident).

3. 6. 2. 1. Calcul del parametre d’ordre i de la rad dicroica d’'una banda

Si considerem una mostra amb un mode de vibracié normal, aquesta manifesta
una orientacio amb angle ¢ entre el moment de transicio dipolar axial i la normal de
la superficie del cristall d’ATR. Definim el parametre d'ordre (p,) del moment de

transicio dipolar com (Axelsen et al., 1996; Goormaghtigh et al., 1999):

3cos’ ¢ -1
b 2
o > (2)
o en el cas que es consideri com una distribucié d’angles (i no solament un sol angle
d’orientacio):

3<cos2 ¢> -1

Py =y @3)

on <> representa la mitjana.

Si la vibracié normal és activa en l'infraroig, podrem observar I'aparicié d’'una
banda d’absorbancia en un espectre d’absorcié. La rad dicroica d’aquesta banda es
defineix com la rad de la seva area total de I'espectre obtingut amb llum polaritzada
paral-lelament entre l'area de [I'espectre obtingut amb la Illum polaritzada

perpendicularment.
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La relacio entre la rad dicroica d’'una banda obtinguda d’'un experiment d’ATR
(R*™®) i el parametre d’ordre del seu moment de transicié dipolar (py) , ve donada per

I'expressio (Goormaghtigh et al., 1999):

RATR _ .[AbS% _ <EX2> +<E22>2p¢ +l (4)
Jabs, (E) (Ejn-p,

on Ex, E, i E; son els camps electromagnétics al llarg dels eixos x, y i z,

respectivament (figura 3.8). L’obtencid d’uns valors acurats de <EX2><E§> i de <Ef>

és dificil, perqué depenen de la posta a punt experimental. Concretament, depenen
de I'angle d’incidéncia del feix de llum al cristall d’ATR (0), de I'index de refraccié del
cristall d’ATR (n4), de I'index de refraccio de la mostra (n;), de I'index de refraccié del
material que hi ha per sobre la mostra (n3), del gruix del film sobre el cristall ATR

(d) i del numero d’ona (v).

3. 6. 2. 1. 1. Hipotesi del film gruixut
Si estem en condicions en qué el film experimental és gruixut de manera que el
seu gruix (d) és més gran que la penetracié de I'ona de llum evanescent per a tots

els numeros d'ona estudiats (veure equacio 2) i assumim que la mostra absorbeix

poc, resulten equacions relativament simples per al calcul de <EX2><E§>| <E22> Aixi

doncs, quan estem en aquestes condicions ens trobem en la situacié de la hipotesi

del film gruixut, on <Ef>thick,<Ej>thicki <Ef>tmck només depenen de nq, N, i O, essent ny

~ 4.0 pel cristall de germani, n,=n 3~ 1.5 pels proteoliposomes i 6 = 45 ° en el nostre
cas experimental.

La RS és la rao dicroica d’'una banda amb un parametre d’orde igual a zero (la
situacido en qué l'estructura no esta orientada o esta orientada en I'angle magic).
L’angle magic és I'angle que s’obté de p, = 0 (equacio 3) que equival a 54,3°. En
aquest angle no podem distingir si les estructures formen aquest angle d’orientacié o
estan globalment desordenades. D’acord amb l'equacio 3 i la hipotesi del film

gruixut, la R'° hauria de ser igual a 2 quan 6 = 45° (independentment dels valors de

63



Metodes experimentals

n{ i n2). En el nostre cas, el calcul de la R'S® d'un experiment amb aigua pura
(substancia no ordenada) va ser igual 1.93. Aquesta variacié respecte al tedric 2, no
pot ser degut a un 6 diferent de 45 ° ja que aquest hauria de variar fins a 58° per
donar aquest valor de 1.93, perd si que podria ser deguda a la utilitzacié de llum
polaritzada imperfectament. Tots els polaritzadors pateixen d’imperfeccions
(Goormaghtigh et al., 1999), aixi que quan aquesta imperfeccié s’afegeix a I'analisi

de RA™® I'expressio esdevé d’aquesta forma:

A= £)] Abs, + f [ Abs, )
(- £)[ Abs, + £ Absy,
ez p)+ (E2)2p, +1fa- )+ (E2)a-p,)f

(B~ p,)- )+ |(EX)A-p,)+(EX)@p, +D]f

()

on assumim que la imperfeccié del polaritzador (f ) és el mateix per la llum
polaritzada perpendicularment i paral-lelament. D’aquesta manera i amb un valor de
R*® ~ 1.93, podem estimar el valor de f que en el nostre cas va ser de ~ 0.024.
Aquest resultat entra dins dels valors tipics de polaritzadors amb imperfeccié descrits
anteriorment en la literatura (Axelsen et al., 1995). Substituint la f per 0.024,

I'equacié 5 queda com:

.- (n2 —16)(128R*™ — 247)
¢

_ 6
n2 (128RA™ — 247) —1904(R*™ +1) ©)

3.6.2. 2. Obtenci6 de I'orientaci6 dels eixos moleculars

Un cop obtingut el parametre d’ordre (p,) és possible obtenir <0052 ¢>, on ¢ és

I'angle que forma el moment de transicio dipolar amb la normal del cristall ’ATR. Tot
i que generalment no és I'angle que ens interessa a nivell experimental, ens és
necessari per al calcul de I'angle que forma I'estructura molecular amb la normal de
la bicapa fosfolipidica. La relacié entre aquests angles ve donada per les propietats

que presenta el parametre d’ordre (figura 3.9), de manera que si la normal de la
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bicapa de fosfolipids esta distribuida axialment al llarg del cristall ’ATR (amb p,
equivalent a la dispersiéo d’orientacions de la bicapa lipidica), I'eix de I'estructura
molecular esta distribuit axialment al llarg de la normal de la bicapa de fosfolipids
(amb pg ) i el moment de transicio dipolar esta distribuit axialment al llarg de I'eix de
I'estructura molecular (amb p), i per tant, es pot descomposar p, en producte de tres

parametres d’'ordre:

p(/ﬁ:p;/xpﬂxpa (7)

Com que nosaltres estem interessats en el valor de <cos’p>, és millor

expressar I'equacio 7 en funcio de pg:

p, =—2 ®)
p;/ X pa

El valor de p, es pot obtenir d’estudis teorics i de dades experimentals. D’acord
amb les dades descrites per Marsh et al. (2000) d’'una hélix a transmembrana, la p,,
és igual a 0.65 per I'amida A, 0.43 per I'amida | i —0.37 per I'amida |l. Normalment,
s’assumeix que el parametre d'ordre de la membrana, p, (orientacié de la bicapa
lipidica) és proper a 1 (Goormaghtigh et al. 1999). No obstant, per tal de determinar
un valor més exacte de pg €s important tenir una estimacié de p, de les nostres
condicions experimentals. A més, per a la detecci6 de canvis en les hélixs
transmembrana deguts a l'addici6 de substrats (que poden ser molt petits),
necessitem un valor de p, constant entre els experiments. Un cop hem estimat que
Py, €s invariable entre experiments diferents, el seu efecte en el pg obtingut pot ésser
eliminat.

Aixi doncs, a partir de I'equacio 8 es va poder obtenir pg de les bandes amida el
qual reflexa l'orientacié global de les estructures de la proteina. Si partim d’una
fraccié m d’estructures ordenades dins d’una proteina (en el nostre cas correspondra
majoritariament a les hélixs a transmembrana respecte a la resta d’estructures que
no tenen una orientacio preferent), aleshores la pg de les estructures orientades

vindra expressada per: p,(corregida) = p, /m (Marsh and Pali, 2001). El valor de m

en el cas de la MelB sera aproximadament 0.5, ja que I'estimacié d’estructura hélix o
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és igual al 50% del total d’estructura de la proteina. Un cop hem determinat el valor

de pg, podem obtenir el valor de I'angle B, i per tant I'orientacié Unica que tenen els

eixos moleculars:

B = arccos[ 2 pﬁ?’ i 1] (9)

Tot i aixi, quan existeix una distribucié d'orientacions, la B obtinguda no
correspon a I'angle mitja <p>. Normalment, 3 sera més gran que <f> quan pg > 0 (és

a dir, 'angle obtingut esta inclinat cap a I'angle magic).

eix de
I’estructura

normal
de
la bicapa

<0
cristall de Ge

Figura 3.9. Esquema de la relacié entre els angles de distribucié axials.
L’angle vy, és el que hi ha entre la normal del cristall de Ge i la normal de la
bicapa; I'angle B és el que hi ha entre I'eix molecular i la normal de la

membrana i 'angle o, €s que hi ha entre el moment de transicié dipolar i I'eix
molectilar.
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3. 6. 2. 3. Determinacié experimental de la raé dicroica (R*™?)

Per a poder aplicar correctament les equacions 3 i 4, es va determinar la
integral de les bandes d’absorcié d’interés en ambdds casos de polaritzacio,
paral-lela i perpendicular. Aquesta determinacié presenta algunes dificultats, perqué
normalment aquestes bandes en espectroscopia d’infraroig apareixen sobreposades.
Si afegim alguna contribucié d’area d’'una altra banda a la banda mesurada, aixo
afectara al valor de R*R. Per aquesta rad, la regié d’integracié de la banda a
mesurar ha d’estar restringida només a l'interval on la banda apareix resolta, amb
una correccid de la linia base entre aquests limits d’integracié. Un metode com el de
FSD, el qual conserva l'area aprimant les bandes pot millorar els resultats quan
existeix un grau important de superposicio entre bandes, ja que millora llur resolucid.
Quan existeix una superposicio total, com és el cas de les bandes d’aminoacids amb
les bandes amida, s’ha de restar la contribucio de les bandes extres. Per aix0, es va
restar la contribucié de les cadenes laterals de la banda amida | abans de procedir al
calcul del R*™®. En els experiments de bescanvi H/D, quan estem en condicions amb
H,O (abans de l'inici del bescanvi), 'amida A es superposa amb la banda d’aigua i
per contra, quan el film esta en D,0O, és 'amida A’ que es superposa amb la banda
d’aigua pesada i 'amida II' amb la banda de lipids. S’ha de tenir en comte, que la
determinacié de I'area de I'amida |l també es veu afectada per la presencia de lipids
i per aix0d, no es va poder obtenir un valor real de la rad dicroica d’aquestes bandes.

Es van utilitzar els segiients intervals d’integracio: de 3400 a 3200 cm™ per
'amida A, de 1696-1605 cm™ per I'amida | i de 1750-1720 cm™" per I'estirament del
lipid C=0, de 2862 a 2845 cm™ per I'estirament simétric del CH. i de 2931 a 2912
cm™ per 'estirament asimétric del lipid CH,. En els dos Ultims casos, les arees es
van mesurar en I'espectre autodesconvulat (FSD) ja que es superposen amb d’altres
bandes. Tots els errors es refereixen als errors estandards obtinguts de mostres

independents en les mateixes condicions (n=3).

3. 6. 2. 4. Obtencio dels espectres dicroics

Substituint <Exz>mick’<Ev2>micki <E22>thick en I'equacid 3, podem obtenir I'espectre

dicroic com a Absg-R"*°Abs,. En les nostres condicions experimentals la R*° és igual

a 1,93. Les bandes d'un espectre dicroic amb p, = 0 s’anul-len; per contra, les
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bandes amb p,> 0 apareixen com a positives i les bandes amb p; < 0 apareixen com
a negatives. Aixi doncs, com que les bandes amb p, = 0 desapareixen (no estan
globalment orientades o estan orientades molt proximament a I'angle magic) es fa
possible la millora de la resolucié de bandes que provenen d’estructures orientades,

com seria el cas de 'amida A, | i Il de les hélixs o transmembrana.

3.6.2.4.1. Analisi dels espectres dicroics

La resolucié de les bandes orientades de I'espectre dicroic es pot millor aplicant
la desconvolucié de l'espectre, resultant en un aprimament d’aquestes bandes.
S’han utilitzat dos métodes de desconvolucié: el métode d’autodesconvolucié de
Fourier amb una FWHH de 14, una k de 2 i filtre Bessel i també es va aplicar el
métode de desconvolucié de la maxima entropia (vegeu Lorenz, 2003) amb una
amplada FWHH de 14 cm™. Aquest métode, es basa en trobar un espectre
desconvulat que quan es convula sigui igual a I'espectre original dins els nivell de
soroll de l'espectre original. D’aquesta manera I'espectre desconvulat obtingut és
una solucio estadisticament possible, €s a dir, que és possible que sigui la solucio
real. Malauradament, existeixen infinites solucions que compleixen aquesta condicié
estadistica. Per tant s’ha de seleccionar la soluci6 més adequada de totes les
possibles. El métode de maxima entropia és un dels metodes més apropiats per fer

aquesta seleccio (Press et al., 1992).
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4. Resultats i discussio

4. 1. Obtenci6 de la MelB salvatge i el mutant R141C purificats i
reconstituits

Les purificacions de la MelB salvatge i el mutant R141C s’han realitzat
mitjancant el protocol descrit a materials i métodes. En cada purificacié s’obtenen
uns 15 mg de MelB salvatge o uns 7 mg de mutant R141C a partir de 25 ml (a 25
mg/ml) de cél-lules. Un cop recollida la MelB salvatge o el mutant R141C solubilitzats
de la segona columna de bescanvi anionic, la seva puresa es va analitzar mitjancant

una electroforesi. El resultat de la purificacié de la MelB salvatge i el mutant R141C

es mostra en un gel de tinci6 en plata a la figura 4.1.

R141C MelB

Figura 4.1. Gel de tinci6 en plata de la MelB i el mutant R141C solubilitzats. EI mutant
R141C consta de: (1) membrana del mutant R141C solubilitzada, (2) després de
passar per la columna de Ni-NTA, (3) després de passar per la columna de Mono-Q i
(4) estandard de proteina. La MelB té: (1) primera fraccido de MelB de la columna Ni-
NTA, (2) segona fraccié Ni-NTA, (3) primera fraccié de columna Mono-Q, (4) segona
fraccié Mono-Q i (5) proteina solubilitzada purificada concentrada.

En el gel es pot observar com en cada pas de purificacié del mutant R141C, el
nombre de proteines contaminants va disminuint. Més concretament, podem
observar com en el pas de la segona columna mQ (MonoQ), ja no existeixen
proteines contaminants. Tampoc s’han observat diferéncies entre la proteina
solubilitzada en DM (obtinguda de la columna mQ de purificacio) i la reconstituida en

lipids (dades no mostrades), significant que no existeix degradacio de la proteina a
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causa del procés de reconstitucio. En el gel de la MelB salvatge també s’observa
com la segona passada per la columna de niquel (Ni-NTA) remou quasi totes les
proteines contaminats. D’acord amb el que mostra el gel de tinci6 en plata, el qual és
més sensible que el gel de SDS/PAGE, observem que la proteina esta totalment

purificada i que només existeixen monomers, i una proporcié molt petita de dimers.

4. 2. Comprovacié de l'activitat de la mostra per espectroscopia de
fluorescéncia.

Un cop obtinguda la MelB salvatge i el mutant R141C His-tagged purificats fins
a la homogeneitat i reconstituits a una proporcié lipid/proteina de 2 (pes/pes),
equivalent a la proporcié de 120 (mol/mol), es va mesurar la seva activitat mitjancant
la unié al sucre radioactiu [o-*H]-NPG, competidor del sucre melibiosa (Damiano-
Forano et al., 1986). Els resultats indicaren que almenys el 70% dels transportadors
de MelB salvatge o R141C eren actius (dades no mostrades). Els valors de Kp
obtinguts foren iguals als ja descrits per la MelB salvatge i pel mutant R141C (Abdel
Dayem et al., 2003).

Per tal de comprovar que les mostres continuaven actives, després d’'un temps
des de la seva obtenci6 fins al seu estudi estructural es va realitzar una segona
prova d’activitat. Aquest assaig es basa en els canvis de la fluorescencia de residus
triptofan que es produeixen quan s’uneixen els substrats a la MelB (Mus-Veteau et
al., 1995). Les mostres de MelB salvatge solubilitzades i de MelB salvatge i mutant
R141C reconstituits en lipids d’E.coli es van analitzar per fluorescencia, il-luminant a
una longitud d’ona d’excitacio a 297 nm i es va afegir primer NaCl 10 mM, i melibiosa
10 mM en darrer lloc (Mus-Veteau et al., 1995).

En la figura 4.2 es pot observar un patrd d’activitat tipic d’'una mostra de MelB
salvatge en tampd KPi 100 mM, pH 7, on I'addicié de NaCl 10 mM, va produir una
disminucié d’'un ~2% del senyal total i I'addici6 de melibiosa a continuacié va fer
augmentar el senyal total en un ~13%. Aquest patr6 de comportament de la MelB
salvatge degut a la uni6 de substrats coincideix amb el descrit anteriorment per Mus-
Veteau et al. (1995). D’aquesta manera podem estar segurs que per als estudis

estructurals, la proteina esta totalment purificada i activa, funcionalment parlant.
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= KPi 100 mM
MelB
Na" 10 mM
—— melibiose 10 mM

0.05

Fluorescéncia (unitats arbitraries)

L
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Figura 4.7. Fluorescencia intrinseca de la MelB reconstituida en lipids d’E.coli, en
diferents condicions de substrats. Es mostren els espectres d’emissio, per una
longitud d’ona d’excitacié de 297 nm.

4. 3. Estudi de [I'estructura secundaria de la MelB salvatge per
espectroscopiade FTIR

El procés de purificacio de la MelB permet obtenir la proteina en estat
solubilitzat, és a dir, en preséncia de detergent. Malgrat que el detergent utilitzat no
desnaturalitza la proteina, per a obtenir dades estructurals el més proximes
possibles a l'estat natiu, cal reconstituir la proteina en liposomes. Cal tenir present
doncs, que el resultat final d’aquest procés dependra, en una mesura o altra,
almenys de dos parametres essencials: el tipus de lipids utilitzats per a la
reconstitucié i la relaci6 molar inicial lipid/proteina. Després de varis estudis
realitzats amb diferents lipids i proporcions lipid/proteina (Dave, 2001), es va
determinar que els millors resultats en quan a lactivitat dels proteoliposomes
s’aconsegueix amb els lipids d’E.coli a una relacié molar lipid /proteina de 120.

Un dels metodes que proporciona més informacié dels sistemes de membrana

és I'espectroscopia FTIR. L'espectroscopia FTIR de transmissié, permet d'una part,
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estimar els percentatges d’estructura secundaria de les proteines, aixi com estudiar

els canvis conformacionals produits per I'addicié de substrats. Aixi doncs, en primer

lloc es procedi a la estimacio de I'estructura secundaria per mitja de I'obtencio del

seu espectre d'absorcidé per espectroscopia FTIR de transmissi6. En segon lloc,

s’estudia la variacié en I'estructura d’aquest transportador per I'addicio de diferents

substrats naturals en condicions saturants.

4. 3. 1. Obtencié dels espectres d’absorci6 d’'infraroig de proteoliposomes

de MelB salvatge.

La figura 4.3a ens
mostra I'espectre
d’absorbancia
tipic, de 1500 a 1800 cm™

d’'una suspensio de

d’infraroig

proteoliposomes de MelB en
un tampo6 amb H,O, després
de la resta del tampd aquos
emprat (vegeu materials i
meétodes). L’espectre esta
composat essencialment per
tres bandes: el mode
d’estirament del lipid éster
C=0 centrat a 1741 cm™, la
banda amida | a 1657 cm™ |
la banda amida Il a 1545 cm’
1

Aquestes tres bandes

principals resulten, en
realitat, de la superposicio
d'una série de bandes més
estretes. Per tal de descobrir
la localitzaci6 d’aquestes

bandes components i de llur

e

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500
NUmero d'ona (cm™)

Absorbancia (unitats arbitraries)

Figura 4.3. Espectres de FTIR de la MelB
reconstituida en lipids d’E.coli (1:2 p/p) en tamp6 KPi
100 mM (pH 7.0) a 20°C. (a) Espectre d'absorcio. (b)
Espectre desconvulat amb una FWHH de 14 cm™ i
una k de 2.6. (c) Restauracié de maxima probabilitat
de l'espectre d'absorci6, calculat amb una FWHH de
14 cm™ i una incertesa del 0.5%, equivalent a una
relacio senyal/soroll de 200. (d) Tercera derivada de
Fourier de I'espectre d’absorcio. El punt de tall utilitzat
és de 0.2.

72



Resultats i Discussio

intensitat, es va procedir a un tractament matematic de desconvolucio. El resultat
d’aquesta desconvolucié es mostra a la figura 4.3b.

El tractament matematic de desconvoluci6 esta subjecte a diversos parametres,
I'encert dels quals resultara en una desconvolucié exempta d’artefactes. Aixi doncs,
la desconvolucio es va realitzar tenint molta cura en la utilitzacio d’'un valor baix
d’amplada de banda, per tal d’evitar problemes de sobredesconvolucié. A més, es va
aplicar un factor de k (factor d’aprimament de les bandes) per sota del {log
(senyal/soroll)} per tal d’evitar I'increment del soroll el qual podria introduir I'aparicio
de bandes artificials (Kauppinen et al., 1981; Mantsch et al., 1988).

En I'espectre desconvulat (figura 4.3b), es pot observar amb claredat que la
regi6 amida | estd dominada per una banda principal a 1660 cm™ i una altra
secundaria a 1653 cm™, les quals poden ésser assignades essencialment a
estructures hélixs a, tot i que a la banda de 1653 cm™ també hi pot contribuir alguna
proporcié d’estructura desordenada (Byler and Susi, 1886; Surewicz and Mantsch,
1988; Holloway and Mantsch, 1989). Les bandes individuals obtingudes en la regi6
de 1669-1685 cm™ corresponen principalment a girs reversos, i les altres bandes
que apareixen a la regié de 1640-1628 cm™ poden correspondre a estructura lamina
B. El fet que existeixi una banda principal al voltant de 1545 cm™ a I'amida Il, a més
de les bandes a la regi6é 1660-1651 de I'amida I, confirma I'existéncia dominant
d’estructura helix a dins la MelB (Goormaghtigh et al., 1994; Cabiaux et al., 1997).
Aquesta disposicid de bandes d’absorcid en l'espectre d’infraroig, no nomeés
s’observa en proteines de membrana com el transportador de glucosa d’eritrocit
huma (Chin et al., 1986; Alvarez et al., 1987), el transportador de lactosa (Le Coutre
et al., 1997; Patzlaff et al., 1998) i el transportador antiport multidrogues (Arkin et al.,
1996), sind que també la podem observar en el canals de ions o d’aigua (Mitra et al.,
1995; Walz et al., 1995; Cabiaux et al., 1997; Doyle et al., 1998; Le Coutre et al.,
1998; Tatulian et al., 1998). A part de la banda més intensa situada a 1547 cm™ a
I'amida Il, també podem observar una banda molt estreta i intensa deguda a I'anell
de tirosina que apareix a 1516 cm™. Val a dir, que I'espectre desconvulat dels
components lipidics de la mostra, de 1700-1600 cm™, no mostra cap pic que pogués
interferir amb les bandes de proteina, per aixo la quantificacié de la banda o els

canvis en la forma de la banda no es veuen afectades per la banda de lipids.
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Per tal de comprovar la presencia de les bandes obtingudes per desconvolucio,
es va sotmetre I'espectre d’absorbancia de la MelB a dos metodes d’analisi diferents.
El primer és el méetode de restauracié de maxima probabilitat (MLR), un métode no
lineal que reconeix el contingut de soroll de les dades de l'espectre i estima els
components meés probables de l'espectre utilitzant els parametres establerts que
maximitzen la probabilitat de I'espectre obtingut (Stephenson, 1988; de Noyer and
Dodd, 1991). Tal com es mostra a la figura 4.3c, el metode de restauracié de
maxima probabilitat reafirma la forma i posicid de les bandes obtingudes en la
desconvolucio de I'espectre d’absorcid. La tercera derivada a l'espai de Fourier
(figura 4.3d) és l'altre métode utilitzat que identifica els pics que corresponen als
maxims de les bandes obtingudes per desconvolucio i per la maxima probabilitat de
I'espectre d’absorcié. Aixi doncs, tres meétodes d’aprimament de bandes
(desconvolucié de Fourier, derivacié de Fourier i restauracio de maxima probabilitat)
indiquen que la permeasa de MelB mostra bandes d’absorciéo a dues frequencies
distintes en linterval de 1660-1651 cm™, on normalment absorbeixen els
components estructurals d’helixs o de les proteines de membrana (Holloway and
Mantsch, 1989; Fabian et al., 1992; Arrondo et al., 1993; Surewicz et al., 1993;
Jackson and Mantsch, 1995).

4. 3. 2. Obtencié6 dels espectres d’absorcio de la MelB salvatge en D,O

La incubacié dels proteoliposomes de MelB en tamp6 amb D,O comporta varis
canvis substancials, si es compara el seu espectre d’absorcié amb el de la MelB en
H.O (figura 4.4). En linies generals, I'absorcio a l'infraroig es desplaca a niameros
d’ona més baixos després del bescanvi H/D. El canvi més evident, es produeix a la
regié de 'amida Il , ja que la banda dels hidrogens bescanviats es desplaca de 1550
cm? cap a 1460 cm™® (banda de lipid), formant una nova banda d'intensitat
considerable anomenada amida II'. Un canvi més petit, és el que es produeix a la
regio de l'amida I', ja que s'observa una banda molt similar a I'obtinguda en
I'espectre d’absorcié en H,O. Aquest fet també es pot veure tant en els espectres
desconvulats, com en els restaurats amb la maxima probabilitat o els derivats en
D,O: I'espectre d’absorcio de la MelB en H,O mostra els maxims d’intensitat de les

bandes amida | i amida Il a 1657 i 1645 cm™, respectivament i a 1654 (amida I') i
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1544 cm™ (amida I1) després del bescanvi H/D. Aixi doncs, es confirma I'existéncia

d’'una proporcido important

d’'estructura hélix o. Si
desconvulem I'espectre
d’'absorcio de la MelB en
D,0O, seguim observant dos
pics principals situats a
1660 i 1653 cm™ (figura
4.4), els quals es poden
assignar a  hélixs «
(Surewicz and Mantsch,
1988; Holloway and
Mantsch, 1989; Fabian et
al., 1992; Arrondo et al.,
1993; Jackson and Mantsch,

Absorbancia (unitats arbitraries)

" 1 " 1 " 1 "
1700 1650 1600 1550 1500
Numero d'ona (cm™)
1995). Aquesta assignacio

és coherent amb les dades Figura 4.4. Espectres de les regions amida | i Il de
proteoliposomes de MelB desconvulats, a 20°C.
d’estructura secundaria (Vermell) Resuspés en tampé amb H,O. (blau)

Resuspés en tampé amb D,O. Els parametres
utilitzats per a la desconvolucié sén els mateixos que

Encara més, es segueix els de la figura 4.3.

determinades en H,O.

detectant la  presencia
d’aquestes bandes a 1660 i 1653 cm™ després del bescanvi, el qual desplaca tota
contribucidé d’estructura desordenada fora de la zona corresponent a hélix a i per
tant, es confirma la preséncia majoritaria d’estructura helix o (Surewicz et al., 1993).
Per dltim, el calcul de la relacio area amida Il / area amida | en H,O i D,O
indica, que un 80% aproximadament de H es bescanvien per D, en un periode
maxim de 48 hores. Segons aquests resultats, podem dir que la MelB mostra una
elevada accessibilitat dels hidrogens amida, tal com també passa en el casos del
transportador de glucosa d’eritrocit huma (Alvarez et al; 1987) i el transportador de
lactosa (le Coutre et al., 1997) (s'observa més del 80% de bescanvi H/D). Tot i aixi,
aguesta estimacio pot ser imprecisa ja que poden existir incerteses en la linia base i

en el grau de contribucio de les cadenes laterals, pero si que s’observa com la major
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part dels H dels enllacos peptidics es bescanvien. L’elevada accessibilitat al
bescanvi H/D, podria reflectir la importancia de conformacions flexibles en els
transportadors de substrats que consisteixen en sucres hidrofilics llargs (Chin et al.,
1986; Alvarez et al., 1987; le Coutre et al., 1997) o podria ser degut a I'existéncia de
canals d’aigua o cavitats (Tatulian et al., 1998). Des d'aquest punt de vista, és
important conéeixer I'efecte dels substrats en el bescanvi per tal d’aprofundir més el

coneixement de la relacié accessibilitat i estructura.

4. 3. 3. Quantificacio de I'estructura secundaria

La figura 4.5A mostra I'espectre de I'amida | desconvulada, obtinguda d’'una
mostra de proteoliposomes de MelB en tampé amb H,O, amb les bandes ajustades.
Cal tenir en compte, que I'espectre d’aquesta figura no és exactament el mateix que
el que es mostra a la figura 4.3, i aix0 pot servir per tenir una idea de la
reproductibilitat entre diferents mostres. Generalment, només existeixen petites
diferencies aparents entre aquests espectres, les quals no afecten I'analisi de les
bandes, ja que hi ha grans similituds en llur posicié i area. Per altre banda, els
espectres obtinguts per la suma de les bandes individuals que constitueixen
'espectre desconvulat i I'espectre d’absorcié original s6n quasi identics (linia
discontinua). Les arees d’aquestes components relatives a tota la banda amida | i les
atribucions proposades estan descrites a la Taula 4.1. Les bandes situades per sobre
de 1660 cm™, assignades a girs reversos representen un ~17% del total del senyal.
Les bandes situades a 1660 i 1653 cm™ corresponents principalment a hélixs a,
representen el 32% i el 17%, respectivament del total del senyal de I'amida I. Aquest
resultat indica que el 50% de I'estructura de la proteina correspon a dominis helixs a,
quantitat necessaria per construir 12 segments transmembrana. Aquesta conclusio
seria totalment compatible amb el model topologic proposat de la MelB que
consisteix en 12 a-helix transmembrana (vegeu figura 1.5 de la introduccio, Pourcher
et al., 1996). La interpretaci6 de la banda a 1647/46 cm™ resulta més complexa, ja
que podria ser deguda a estructura helix 3;9, llacos oberts o fins i tot hélixs o« amb
ponts d’hidrogen forts (Fabian et al., 1992; Arrondo et al., 1993; Surewicz et al.,
1993; Jackson and Mantsch, 1995). Per dltim, les bandes entre 1640 i 1625 cm™ es

poden atribuir a lamina B i representen el 20% de I'estructura de la MelB.
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Taula 4.. Composici6 de [l'estructura secundaria i assignacions del
transportador de melibiosa d’'E.coli.
HZO Dzo
Namero  , . _ - , Numero Op . »
d’ona (cm™) % area Assignacio d’ona (cm™) Yoarea Assignhacio
1683
1683 Girs 1678 Girs
1676 17 16
1669 reversos 1671 reversos
1665
1660 o, No 1660
1653 49 ordenada 1653 42 <«
1647 1 Swllacos 1646 13 No
oberts, a ordenada, o
Lamina B
1640 . 1638 '
1634+1628 20 Lamina B 1629 29 310, llacos
oberts

* Aquests valors es van arrodonir al valor més proxim del nimero sencer.

Les dues bandes situades a 1660 i 1653 cm™, representen un ~40% i un ~60%,
respectivament del total del senyal de les helixs a. L'existéncia de dos tipus de
bandes d’helixs a, contrasta amb els resultats obtinguts dels espectres de I'amida |
d’altres proteines de membrana, incloent-hi altres transportadors, on nomeés s’ha
descrit una sola component d’estructura hélix o (Alvarez et al., 1987; le Coutre et al.,
1997). Tot i aixi, hi ha algunes similituds amb la senyal hélix o analitzada per la
bacteriorodopsina, on també s’hi distingeixen dues bandes principals a 1665 i 1658
cm™ corresponents a oy i ay, respectivament (Krimm and Dwivedi, 1982; Cladera et
al., 1992; Torres et al., 1995). A més, Tatulian et al. (1997) van suggerir la
coexisténcia de dos components d’hélixs o a 1658 i 1650 cm™ en la fosfolipasa A, de
secrecid unida a bicapes lipidiques, corresponent la banda de 1658 cm™ a unes
hélixs o més flexibles i dinamiques que les helixs estandard. Aixi doncs, representa
una possibilitat molt atractiva, que I'estructura funcional de la MelB contingui dos
tipus de components heélixs a. Tot i aixi, amb les dades que tenim no podem

descartar completament la possibilitat que aquestes dues components d’helixs o
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provinguin d’interaccions proteina-

proteina o del fet que la mostra a

analitzar consti dun 70% de A
proteina activa i un 30% inactiva.
Les dades dels components
estructurals de la MelB en
proteoliposomes en tamp6é amb D,O
(figura 4.5B) també es troben a la
Taula |. Es pot observar una
disminucié de la intensitat de les

bandes situades a nimeros d’ona

més alts i un increment de les

Absorbancia (unitats arbitraries)

bandes situades a numeros d'ona
més baixos. La quantificacio de
I'estructura secundaria és
lleugerament diferent, un ~16% de
girs reversos (bandes a 1683, 1678,
1671 i 1665 cm™), un 42% d’hélixs
a (20% de la banda 1660 i 22% de

1653 cm™) i un 13% d’estructura no

ordenada meés hélixs o (banda a

1680 1660 1640 1620
1646 cm'l). Després del bescanvi Namero d'ona (cm™)

H/D, les bandes corresponents a
Figura 4.5. Espectres de [Il'amida |

estructures  no  ordenades es desconvulada i amb les bandes ajustades.

desplacen a nameros d’ona |nfer|0rs (A) Proteoliposomes de MelB en tampé amb
_ L H,O. (B) Proteoliposomes de MelB en tampé
a linterval de 1660 a 1650 cm’ amb D,O.

(Surewicz et al., 1993). Les bandes
a 1638 i 1629 cm™ corresponen al 29% del total d’estructura i es poden assignar a
una mescla de lamina f, llagcos oberts i helixs 3,0 (Fabian et al., 1992; Arrondo et al.,
1993; Jackson and Mantsch, 1995).

Les bandes situades en la zona de I'espectre corresponent a helixs o sumen

aproximadament, un 49% del total de l'estructura. En aquest percentatge hi pot
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contribuir I'absorcié de I'estructura no ordenada, pero del que si podem estar segurs
és que la MelB té un minim del 42% d’hélixs a regulars, al qual s’hi ha de sumar un
cert percentatge d’hélixs 330 que apareix a 1646 cm™, ja que aquesta és la
guantificacié de MelB després del bescanvi H/D. Anteriorment en la literatura, ja es
remarcava el fet que la quantificacié d’estructura secundaria d’'una proteina a partir
dels espectres desconvulats pot tenir varis inconvenients (Holloway and Mantsch,
1989; Arrondo et al., 1993). També és interessant de tenir en compte, que la
introducci6 dels coeficients d’extincié descrits per de Jongh et al. (1996) en el calcul
per la mostra en H,O dona un 48% d’helixs o, 12% de lamina B, 26% de girs
reversos i 14% d’altres estructures. Unes dades, que no questionen la idea general
de l'estructura de la MelB descrita abans.

Aixi doncs, d’acord amb les dades obtingudes de la MelB en H,O i en D0,
podem estimar les estructures de la MelB que queden, consisteixen en un 10% de
girs reversos, un 7% d’estructura no ordenada i fins a una 20% de lamina p. Part
d’aquesta estructura lamina B, podria correspondre a un llag citoplasmatic de 30
aminoacids de llarg (S206-L234) corresponent al llag 10-11 de la MelB, el qual esta
predit que sigui estructura lamina B (dades no publicades). Tot i aixi, s’han de
realitzar experiments addicionals per tal de desxifrar clarament la proporcié de

lamina  en la proteina i la correspondéncia de dominis.

4. 3. 4. Estudi de I'estructura de la MelB salvatge solubilitzada

La MelB solubilitzada en 0.1% DM és una condicio en la qual la proteina reté la
seva activitat (Pourcher et al., 1995). La figura 4.6 (espectre negre) mostra I'espectre
desconvulat de I'amida | de la MelB solubilitzada en 0.1% DM, amb dues bandes
principals situades a 1658 i 1651 cm™, només lleugerament desplacades en
comparacid6 amb la MelB reconstituida en lipids d’E.coli (figura 4.3). A més,
existeixen d'altres bandes situades en numeros d'ona lleugerament diferents,
reflectint algunes diferéncies en quan a conformaci6, quan la MelB esta solubilitzada.
Tot i les diferéncies, existeix una estructura quasi igual a la nativa de la MelB
solubilitzada en DM. Aixi, la quantificaci6 de [l'estructura secundaria déna un
contingut del ~46% d’hélixs o (de les bandes a 1658 i 1651 cm™, tot i que aquesta

altima banda deu contenir una part d’estructura no ordenada). Els girs reversos i
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Figura 4.6. Espectres de I'amida | desconvulada
de la MelB solubilitzada en detergent en tampo
amb H,O. (Espectre negre) Solubilitzada en 0.1%
de DM (p/p). (Espectre vermell) Solubilitzada en
tritd6 X-100 (1% p/v). (Espectre blau) Solubilitzada
en 0.1% DM després de 24 h a 42°C. Tots els
espectres es van adquirir a 4°C i van ser
desconvulats tal com s'indica al peu de figura 4.3.

lamina B, representen el ~24%
I ~20%, respectivament. La
banda situada a 1645 cm™ la
qual pot ser atribuida a una
barreja d’helixs 350 i llagos
oberts, correspon al 10%
d’estructura restant.

La solubilitzaci6 de la
MelB reconstituida en 1%
(pes/volum) Trit6 X-100 (TX-
100), té un efecte molt més
dramatic (figura 4.6, espectre
vermell), ja que comporta la
seva desnaturalitzaci6. Un
dels canvis més importants és
la supressi6 de les dues
bandes d’helixs o (1660-1650
cm™) observades tant a la
MelB reconstituida com a la
solubilitzada en 0.1% DM, per
una sola banda principal

d’hélix o situada a 1656 cm™.

Aquesta banda ocupa una posicié corresponent a un rang d’helixs a més estandards

(Goormaghtigh et al., 1994). Tot i aquesta diferencia, I'ajust de bandes de la MelB en

TX-100 dbéna un contingut d’estructura secundaria similar al de la MelB reconstituida

o0 solubilitzada en DM. De manera que s’ha calculat un 46% d’helixs a (banda a 1656

cm™), un 25% de girs reversos, 17% de lamina B i 13% d’'una barreja de lamina B,

hélixs 310 i estructura no ordenada. La prova d’activitat de la MelB solubilitzada en

TX-100 per espectroscopia de fluorescéncia, va resultar en una proteina no

funcional, ja que no responia a I'addicio de substrats.

La desnaturalitzacio de la MelB solubilitzada en DM, es pot dur a terme

escalfant moderadament (24h a 42°C). La desconvolucié de I'espectre a la regié de
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'amida | (figura 4.6, espectre blau) mostra la presencia de dues bandes noves
situades a 1625 i 1695 cm™, corresponents a estructures p-intermolecular. Aquest
patré6 d’aparici6 de bandes és molt frequent en els casos de desnaturalitzacio
téermica de proteines, indicant I'agregacid de la proteina (Clark et al., 1981;
Prestrelski et al., 1993; Jackson and Mantsch, 1995). A més, s’observa I'aparicié
d’'una sola banda d’hélix o a 1656 cm™ igual que en el cas de la MelB solubilitzada
en TX-100. En aquest cas pero, el contingut d’estructura hélixs o disminueix fins al
~37% junt amb un clar increment en el contingut de lamina B del ~36%. El test
d’activitat de la MelB sota I'addicié de substrats per espectroscopia de fluorescencia
també va donar negatiu, com en el cas de la MelB solubilitzada en TX-100.

Aquests resultats de I'analisi de I'estructura secundaria i la seva funcionalitat,
reafirmen la idea descrita abans, sobre la importancia de I'existéncia de dos tipus de
bandes helixs o necessaries per al funcionament de la MelB, ja que aquestes no
apareixen en cas de la proteina solubilitzada en TX-100 (desnaturalitzada) o
escalfada en DM (agregada), estats en els quals la proteina no és funcional.

4. 3. 5. Canvis conformacionals de la MelB salvatge induits per I'addicio
de substrats

Varis estudis previs sobre les propietats de la MelB reconstituida per
fluorescéncia intrinseca suggereixen l'existencia de canvis conformacionals per
I'addicioé de substrats naturals de la MelB (Mus-Veteau et al., 1995; Mus-Veteau and
Leblanc, 1996). Degut aquests indicis, es va investigar I'efecte de la unié de Na" i/o
melibiosa en els espectres de FTIR. Tal com es pot observar a la figura 4.7, ambdds
substrats, per separat o junts, indueixen canvis significatius en I'espectre d’absorcio
d'IR, concretament a les bandes situades a 1660 i 1653 cm™ assignades a hélixs a.
La uni6 del Na* produeix una disminucié de la banda a 1653 cm™ i també un lleuger
augment de la banda i un lleuger desplacament a longituds d’ona més baixes de la
banda de 1660 cm™. En canvi, la incubacié amb el catié K* no va produir cap efecte
(dades no mostrades). La unié de melibiosa produeix un lleuger corriment de les
dues bandes d’hélixs o a 1660 i 1653 cm™ a una nova posici6 de 1658 i 1651 cm™,
respectivament i una disminucio de la intensitat d’aquesta segona banda. Aquest

efecte, no es va observar quan es va addicionar sacarosa (un substrat que no és
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Figura 4.7. Efecte dels substrats sobre I'estructura
de la MelB reconstituida en lipids d’'E.coli i en
tamp6 amb H,O. Es representa [I'amida |
desconvulada amb els mateixos parametres que la
figura 4.3. Tot els espectres es van adquirir a 20°C.

transportat per la MelB).
L’addici6 d’ambdos substrats,
Na® i melibiosa, reverteix en
part els efectes produits per la
uni6 de Na® sol. Es a dir, la
diferéncia en intensitat entre
les bandes a 1660 i 1653 cm™
produida per l'addicié de Na’,
torna a disminuir situant-les en
una posicid meés igualitaria en
intensitat. A més d'aquests
canvis a nivell dheélixs a,
també es produeixen d’altres
canvis més petits en les zones
corresponents a girs reversos |
a lamines-p.

Aquests canvis observats
a nivell d’'espectre d’amida |
sota I'addici6 de substrats
diferents, i més concretament

els canvis produits a nivell de

les dues components d’hélixs o a 1660 i 1653 cm™, suggereixen que la interacci6 de

I'i6 o el sucre o ambddés junts amb la MelB, modifica les propietats d’aquestes

components estructurals. Val a dir, que canvis a nivell d’helixs o deguts a la

interaccié amb un sucre ja han estat descrits pel transportador de glucosa d’eritrocit

(Chin et al., 1986), tot i que no ha sigut aixi per la permeasa de lactosa (le Coutre et

al., 1997). Si els canvis espectrals de la MelB produits per I'addicio dels substrats

impliqguen reorientacions estructurals, és una pregunta que no podem respondre

encara. Tot i aixi, les modificacions de les components d’hélixs o de la MelB

degudes a la unié de substrats confirmen diverses evidencies espectroscopiques i

bioquimiques, que indiquen ajustaments cooperatius de la MelB deguts a la unié de
substrats (Mus-Veteau et al., 1995; Gwizdek et al., 1997; Maehrel et al., 19998;
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Cordat et al., 1998). Encara més, estudis de fluorescéncia intrinseca i d’analisi de
FRET, suggereixen que aquests canvis podrien sorgir a nivell d’helixs que formen
part de la regié d'unié al sucre. D’aquesta manera, es pot especular sobre el fet que
les propietats d’'absorcié dels dominis de les hélixs que voregen el llocs d'uni6 al
sucre canvien de forma concomitant, i aixo dona lloc a la possibilitat interessant de
que els substrats indueixen canvis en les helixs a.

Un altre fet a destacar dels espectres desconvulats de la MelB en diferents
condicions de substrats, és que les dues components d’hélixs o a la regio de 1660 a
1650 cm™ de I'amida | hi segueixen essent presents. Encara més, aquestes dues
components sofreixen canvis diferents depenent del substrat addicionat, confirmant
els indicis anteriors sobre l'existéncia de dues components d’hélixs o en la MelB
funcional. Per altra banda, si aguestes dues components tinguessin origen en dos
tipus de poblacions de MelB funcional (70%) i no funcional (30%) seria molt dificil
d’'imaginar que la component corresponent a I'helix o no funcional es modifiqués per

la preséncia de substrats.

4. 4. Estudi del bescanvi H/D per espectroscopia ATR-FTIR

Fins a dia d’avui, s’han realitzat molt pocs estudis de cinétiques de bescanvi
H/D en proteines de membrana i a més han estat restringides només a l'analisi a
nivell de la regié amida Il (Goormaghtigh et al., 1994; Rath et al., 1998; Saba et al.,
1999). Tot i aixi, s’ha demostrat que aquesta técnica és una bona eina per I'estudi
dels processos cinetics de moltes proteines solubles (de Jongh et al., 1997; de
Jongh et al., 1997; Goormaghtigh et al., 1999). Per aquesta ra0, la seva aplicacio en
I'estudi de les propietats dinamiques de les proteines de membrana sembla ser molt
interessant.

L’estudi de la cinéetica de bescanvi H/D es va dur a terme sobre mostres de
MelB salvatge i de mutant de R141C en diferents condicions de substrats. L’estudi
de la cinetica es va realitzar a nivell de bescanvi global de la proteina mitjancant la
banda amida Il i a nivell de cada estructura secundaria mitjangant les intensitats de
la banda amida |, per tal d’esbrinar canvis conformacionals deguts a l'addici6 de
substrats. Cronologicament pero, es va fer un primer treball sobre la cinéetica de

bescanvi H/D de la MelB salvatge i posteriorment es va realitzar un altre del mutant
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R141C. A continuacio, exposarem els resultats experimentals de la MelB salvatge i
en un apartat segient, els resultats del mutant R141C.

Es van realitzar cinetiques de bescanvi H/D de la MelB reconstituida en lipids
d’E.coli. Per tal d’estudiar I'efecte dels substrats naturals de la MelB en el procés de
deuteracio, es van pre-equilibrar en medis de composicions determinades per tal de
donar lloc a diferents complexes: (a) el complex binari H*/MelB en un medi lliure de
Na® i sucre; (b) el complex binari Na*/MelB en un medi lliure de sucre amb NaCl 10
mM; (c) el complex ternari H'/mel/MelB en un medi lliure de Na* amb melibiosa 5
mM; (d) i finalment el complex ternari Na*/mel/MelB en un medi amb NaCl 10 mM i
melibiosa 5 mM. Aquestes quatre condicions de substrats sOn representatives de la
funcié de la proteina, ja que els estudis de fluorescencia intrinseca i de FTIR
anteriorment esposats en aquest treball suggereixen canvis estructurals deguts a la

seva addicio (Mus-Veteau et al., 1996).

4. 4. 1. La banda amida Il i la cinética de bescanvi H/D global de la MelB
salvatge

Es va estudiar la deuteracié a temps real de films secs de proteoliposomes de
MelB, produits per I'exposicié a una corrent de N, saturat de DO, per mitja de la
mesura d’espectres d’ATR-FTIR a la regié de 1800 a 1400 cm™. L’experiment
il-lustrat en la figura 4.8 es va realitzar sobre preparacions del complex binari
H'/MelB. Els espectres representats es van mesurar abans de comencar el procés
de deuteracio, t = 0 (espectre 1) i a diferents temps després de comencar la
deuteracid (espectre 2-4). Tots els espectres mostren tres grans pics d’absorcié, a
1739 cm™ (fosfolipids), a 1657 cm™ (amida I) i a 1544 cm™ (amida Il). Un cop ha
comencat el procés de deuteracio, la banda d’amida Il es desplaca uns 100 cm™ cap
a numeros d’ona menors i forma una nova banda amida Il encavalcada amb la
banda a 1460 cm™ (la qual correspon majoritariament a la vibracié de tisores del lipid
CHy). Tal com s’ha descrit previament (de Jongh et al., 1997), part de la disminucio
de l'absorbancia de totes les bandes dels espectres 2-3 (figura 4.8A) es deu a
'increment en la hidrataci6 del film el qual resulta en un inflament dels
proteoliposomes fixats en el cristall de germani, produint una separacio del pas del
feix de llum incident i per tant, una disminucié de l'absorbancia. La figura 4.8B
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A - 1657

Absorbancia

Absorbancia/ area amida |

1800 1600 1400

NUmero d'ona

Figura 4.8. (A) Espectres de proteoliposomes de
MelB a la regi6 1800-1400 cm™ inicialment en
tampé MES 20 mM, KCI 10 mM (pH 6.6) adquirit
abans d'iniciar-se el bescanvi H/D at = 0 min
(negre solid) i després d'iniciar-se: a t = 2.5 min
(negre linia discontinua), a t = 34 min (gris solid)
iat= 770 min (gris linia discontinua). (B) Els
mateixos espectres del pannell A corregits per
inflament del film mitjancant I'area de I'amida |
(1696-1600 cm™) com a estandard intern i
representats per la relaci6 absorbancia/area
amida |. La subtraccio de la contribuci6 de I'aigua
atmosférica es va realitzar a tots els espectres.

mostra els mateixos espectres
corregits per l'inflament del film
usant la relaci6 amida ll/amida |
com a factor de normalitzacié
(vegeu materials i metodes).
Quan comparem el tercer i
guart espectre de la figura 4.8A,
no observem més disminucié de
les bandes C=0O i amida I, tot i
gue s’observa un decreixement
continu de I'amida Il.
D’aquestes observacions,
podem deduir que al voltant
dels 35 minuts l'inflament del
film s’ha acabat encara que el
bescanvi H/D continua.
L'accessibilitat global de
les proteines al D,O, es pot
seguir mesurant la variacid de
I'area entre 1565 i 1525 cm™ del
senyal de l'amida II, corregida
per I'area de I'amida I, respecte
al temps (vegeu revisio
Goormaghtigh et al., 1999). La
figura 4.9A mostra el canvi en el
senyal d’amida Il del complex
binari H'/MelB al llarg del
temps. Al final de I'experiment
(als 770 minuts), la quantitat
d’hidrogens amida bescanviats

és de l'ordre d'un 55%. Aquest

resultat basat en el senyal de I'amida Il, ens proveeix informacié sobre I'accessibilitat
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de tota la proteina i I'extrapolacio a les 24 h de les dades experimentals, ens mostra
una MelB relativament accessible amb un bescanvi H/D del 60%. En els resultats

anteriorment exposats en aquest treball en el capitol 4.3, el bescanvi H/D calculat

era del 80% pero cal tenir en
compte que no hi havia cap
correccidé sobre la contribucié de
les cadenes laterals. Si es fa
aquesta correccid de les dades
experimentals obtingudes dels
espectres de FTIR de transmissio
en D,O, obtenim un resultat del
60% de bescanvi H/D, coherent
amb els resultats ara presentats.
El percentatge de bescanvi H/D de
la MelB és molt més baix que els
bescanvis obtinguts per altres
transportadors politopics de
membrana de substrats hidrofilics,
tal com el transportador de
glucosa d’eritrocit huma que és del
85% (Alvarez et al., 1987), la
permeasa de lactosa d’Escherichia
coli del 95% (le Coutre et al.,
1997) o] el transportador
mitocondrial ADP/ATP del 85%
(Lérenz et al., 2001).

La forma de les corbes de
bescanvi H/D depén del nombre
d’hidrogens i el temps en qué es

bescanvien. Dit duna altre
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Figura 4.9. (A) Cinetica de bescanvi H/D de la
ra6 area amida ll/area amida | del film del
complex H*/MelB. Les dades s’han corregit per
'inflament del film, i la contribuci6 de les
cadenes laterals i de lipids d’E.coli. La linia
vermella representa l'ajust de les dades
experimentals mitjancant la transformacio
inversa regularitzada de Laplace. (B) El
residual obtingut de la resta de la cinetica
experimentals menys l'ajust matematic. El
grafic s’ha expandit 100 vegades respecte al
pannell A. (C) La funcié de distribuci6é de la
cinética de bescanvi H/D de A mitjancant
transformacié inversa de Laplace.

manera, soén les transformacions de Laplace de la distribucié de funcions dels temps

de bescanvi de cada grup hidrogens amida. Aixi, per tal d’obtenir aquesta distribucio
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de poblacions d’hidrogens amida es va utilitzar un métode regularitzat per calcular la
transformada inversa de Laplace de les dades experimentals (figura 4.9C). Aquesta
distribucié de poblacions es resol en quatre components de diferent proporcié i a
diferents constants de temps. Tenint en compte el rang de temps que dura
I'experiment, podem considerar les tres primeres components de la distribucid, com
la poblacié de protons amida bescanviables: una component de bescanvi rapid amb
una constant de temps de situada a uns 6 min, una de bescanvi intermedi a 35 min i
una de bescanvi lent a 235 min. L’0ltima, és una component molt lenta amb una
constant de temps per sobre dels 1000 min i probablement, representa la poblacio
d’hidrogens amida que realment no es bescanvien o bé una fraccié que no s’analitza
perqué no es bescanvien durant I'experiment. La transformacié de Laplace directa

de la distribuci6 de

poblacions calculada, es "
representa en una linia ] |
vermella en la figura 4.9A, 094 ° i
on es pot apreciar que
s’'ajusta bé a les dades
experimentals. Aixi, la

diferéncia entre les dades

Fraccié no-bescanviada

experimentals i les dades .
¢ ”’N#”":’W¢¢¢‘N"i"¢"‘f‘#¢¢¢¢d>¢ Sbo0us s
TYPeee

ajustades es mostra a la
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figura 4.9B, la qual es pot ] %éé%éé%%%%%éééééégg

considerar representant del 0.4-L1 - . - L . ! .
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soroll existent en el calcul Temps (min)

de la distribuci6 de

poblacions. Figura 4.10. Cinétiques de bescanvi H/D de la banda
amida Il de la MelB en diferents condicions de

Ja  hem esmentat substrats. En negre, es representa el complex H*/MelB,

en blau, el complex Na*/MelB, en vermell el complex

abans, que en estudis terciari H/mel/MelB i en verd el Na*/mel/MelB. La barra

previs per espectroscopia d’error representa l'error estandard calculat de n = 3
o experiments. Tots els espectres es van corregir per
de fluorescencia i FTIR contribucié d’aigua atmosférica, cadenes laterals, lipids

demostren que I'addicié de d’E.coli i inflament del film.

substrats a la MelB comporta un canvi més o menys general en la conformacié de la
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proteina (Mus-Veteau and

Leblanc., 1996; Maehrel et T — —

al.,, 1998; Cordat et al, w0k o o H:/MeIB |
O H'/sac/MelB

1998; Cordat et al., 2000).

@
e]
Aixi  doncs, per tal S
% 08| _
d’analitzar si la modificacio 2
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de propietats del bescanvi 2
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. D i
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diversos components
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induides  per unio  de Figura 4.11. Comparaci6 de les cinéetigues de

substrats, es va comparar bescanvi H/D de la banda amida Il dels complexes

_ o H*/MelB (sense substrats) i H'/sac/MelB (addicié de
en primer lloc la cinetica de sacarosa 5 mM). A totes les dades se'ls ha aplicat les
bescanvi de tota I'amida Il correccions indicades a la figura 4.10.

pels diferents complexes de MelB. La figura 4.10 ens mostra les dades de les
cinétiques de bescanvi per a cada complex de la MelB. Al minut 770, obtenim un
bescanvi total d’'un 54% similar (negre i blau) pels complexes binaris H'/MelB i
Na*/MelB. En canvi, el bescanvi H/D del complex ternari H'/mel/MelB decreix un 8%
en comparacio amb els complexes binaris (vermell, 46% de bescanvi). EI complex
ternari Na‘/mel/MelB es situa en una posicié intermédia amb un 50% de bescanvi
(verd). Aquests resultats apunten de forma concloent, que I'addicié de melibiosa té
un efecte protector de l'estructura envers el bescanvi H/D, ja que indueix canvis
conformacionals que protegeixen els protons del bescanvi per deuterons. Els
possibles efectes inespecifics provocats per la unié de melibiosa varen ser
descartats quan es van analitzar els efectes de I'addicié de sacarosa 5 mM, la qual
no €s un substrat natural de la MelB (Mus-Veteau et al., 1995).

La figura 4.11 ens mostra que no hi ha diferencies en el nivell de bescanvi H/D
entre els complexes H*/MelB i H'/sacarosa/MelB, de manera que reafirma el fet que
I'addici6 de sacarosa no confereix proteccié a la MelB envers el bescanvi H/D. Per
altra banda, si afegim sacarosa 50 mM s’observa una disminucié de la quantitat de
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bescanvi H/D, encara que no tant com la produida per I'addicié de melibiosa 50 mM
(dades no mostrades). Aquest resultat indica que a elevades concentracions de
sucre (que en el film sec és de l'ordre de 20 vegades més) es produeixen efectes
inespecifics.

Per tal d’analitzar la influéncia dels diferents substrats naturals de la MelB sobre

les constants de temps i

Constant de temps (min)
° 10 10° 10° 10* 10°
[ IIIIIII| [ IIIIIII| [ IIIIIII| [ IIIIIII| T TTTTHm

10 de magnitud de cada

component de la cinética,
es va comparar les
} distribucions de
e poblacions dels bescanvi
H/D de la banda amida Il
dels diferents complexes
de la MelB (figura 4.12 i
taula.ll). En general, es

Fregliéncia relativa tF(t)

\

ILAA

pot observar una
Log(z/min) distribucié de poblacions

similar a nivell de

Figura 4.12. Distribucié de funcions de I'amida Il de la

MelB en diferents condicions de substrats obtingudes constant de temps |

mitjangant la transformacio inversa de Laplace de les magnitud dels
cinéetiques de bescanvi H/D. En negre, es representa la )
MelB sense substrats afegits, amb addicié6 de NaCl 10 components de bescanvi
mM (blau), amb addicié de melibiosa 5 mM (vermell) i de protons entre les

amb addicié de melibiosa 5 mM i NaCl 10 mM (verd).
diferents condicions de

substrats. Tot i aixi, sén visibles algunes diferencies de comportament de la MelB
segons estigui en preséncia de melibiosa o0 no. Una delles, és la tendéencia que
mostra el complex ternari H'/mel/MelB a reduir la magnitud de les components
cinétiques, sobretot pel que fa a la component lenta (Taula 4.11). Per altre banda,
quan la MelB s’incuba amb Na®, la component rapida és la més gran comparada
amb la resta de condicions de substrats. Pel que fa a les constants de temps de
cada component, el complex ternari Na‘'/mel/MelB mostra les dues primeres
components rapida i intermedia, més lentes que en els altres tres casos. Aquests
resultats indiquen que la unié de qualsevol dels substrats naturals de la MelB, d’'un
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de sol o ambdos alhora, indueixen canvis conformacionals evidenciats pels canvis

Taula 4.1l Components hescanviats obtinguts del seguiment de 1a banda amida Il de laMelE en
diferents condicions de substrats durant el bescanyi H/D.

Campaonents
All H* hat H*melibiosa  Na* melibiosa
Rapida Constant de temps 55+ 0.2° 58+04 61+0.2 65+0.3
_ (min)
Area (%) 2671089 294+06 250+ 1.0 282+08
Interméedia  Constant de temps T4+ 2 a5+ 2 38+ 3 A0 + 2
_[min.j
Area (%) 104 0.4 ga+t12 9106 BEx0.5
Lenta Constant de temps 240 20 220+ 20 220+ 20 235215
_{min)
Area (%) 155+04 14308 96+05 113+04
Mo Constant de termps =1000 =1000 =1000 =1000
bescanviable _{min.}
Area (%) 474049 455+20 a5+ 1.1 520x045

a : . . . .
Tots els errars es refereixen als errors estandards obtinguts de mostres independents en les mateixes
condicions per n= 3 experiments.

en les caracteristiques del bescanvi H/D i per tant, estan d’acord amb d’altres
conclusions descrites en aquest treball.

La comparacio dels nivells de bescanvi H/D extrapolats a 24 hores, suggereixen
que la uni6 de melibiosa a la MelB redueix significativament I'accessibilitat de la
proteina al solvent. Ambdds analisi, la quantitat total de bescanvi H/D i les constants
de temps de la cinética de bescanvi, evidencien una reduccié sistematica de la mida
de les diferents poblacions dels protons bescanviables induida pel sucre, amb el
corresponent augment de la poblacié de protons no bescanviables (taula 4.11). Per
aquesta rad, podem concloure que els canvis estructurals i dinamics induits per la
melibiosa, incrementen la protecci6 d’alguns aminoacids que estaven total o
parcialment accessibles abans de I'addicio del sucre. Aquests resultats, que indiquen
un increment en el grau de compactacié de la proteina, estan d’acord amb el fet que
la MelB purificada en preséencia de melibiosa és molt més estable (Pourcher et al.,
1995). En abseéencia de sucre pero, la quantitat de bescanvi H/D de la MelB en

preséncia de Na“ (Na'/MelB) o H* (H'/MelB) és comparable. Per contra, la unio
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d’ambdos substrats quan el catid unit és el Na®, déna diferéncies respecte el
complex H'/mel/MelB, situant-se en una posicid intermédia. Encara més, les
diferencies trobades en les funcions de distribucié (Taula 4.11) indiquen que la uni6é
de Na' i/o melibiosa indueix arranjaments estructurals que desemboquen en canvis
de les propietats d’accessibilitat (mida de les components, constants de temps) dels
protons amida ja bescanviables. Aguestes observacions concorden amb el fet que la
incubacio de MelB amb almenys 10 mM d’ions sodi, modifiquen I'afinitat de la MelB
pel sucre (Mus-Veteau et al., 1995; Pourcher et al., 1995; Cordat et al., 2000). No
obstant, les nostres dades indiquen que els canvis produits per la unié de Na* a la
MelB no resulten en cap modificacio radical de les caracteristiques del seu bescanvi
H/D.

4. 4. 2. La banda d’amida | i la cinética de bescanvi H/D a nivell
d’estructura secundaria

Mentre els canvis observats a I'amida Il s6n deguts al conjunt de la proteina,
I'amida | ens pot proporcionat informacié de les diferents estructures secundaries.
Aixi, les intensitats a diferents nimeros d’'ona de la banda d’amida | de la proteina
sén bons indicadors de la contribucié individual dels components estructurals
(estructures de girs reversos, d’helixs a, o de lamina B) del procés bescanvi H/D
global (de Jongh et al., 1997). La troballa d’aquestes freqiiéncies a les quals se
segueix la variacié de cada estructura, s'aconsegueix examinant els espectres de
diferencia a diferents temps de la cinética de bescanvi desconvulats en les diferents
condicions de substrats. A la figura 4.13A, podem observar els espectres de
diferéncia desconvulats, obtinguts del complex ternari Na*/mel/MelB. Els espectres
de diferencia s’obtenen d'un espectre adquirit a temps t després de linici del
bescanvi, el qual es desconvula i se li resta I'espectre a temps zero, desconvulat.
Aixi, aquests espectres de diferencia ens indiquen a quins valors de frequéncia
trobarem els canvis més importants. D’aquesta manera i per les dades obtingudes
pels estudis de FTIR anteriorment realitzats (capitol 4.2), es van seleccionar els
segiients nimeros d’ona: 1678 cm™ per a seguir els canvis en els girs reversos, ja
que té suficient intensitat i esta lluny de la contribucié de I'estructura lamina ; 1660

cm™ es va preferir per comptes de 1655 cm™ perqué aquest Gltim esta molt a prop
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d’'un punt isosbestic per mesurar les helixs o i estructures no ordenades, i a 1626

cm™ en comptes del 1623 cm™ per mesurar I'estructura lamina B, perqué les

0.01

0004

Absorbancia relativa

-0.01 —

T I T I T
1800 1700 1600 1500

Wavenumber (cm™)

Absorbancia relativa

0 200 400 600 800

Temps (minuts)

Figura 4.13. Analisi de la cinética de bescanvi
de 'amida | del complex terciari Na*/mel/MelB.
(A) Diferencia dels espectres desconvulats a
diferents temps durant el bescanvi H/D a la regi6
1800-1500 cm™. Les fletxes a 1678, 1660 i 1626
cm™senyalen les intensitats que s’enregistren al
pannell B. (B) Canvis d’intensitat dels espectres
de diferencia desconvulats de A durant el
bescanvi H/D. Tots els espectres es van
desconvular i restar pel primer espectre no
bescanviat. La barra d’error representa l'error
estandard de n = 2-3 experiments.

variacions presents en aquest
altim numero d'ona eren de
poca amplitud. A més, per tal de
millorar I'exactitud de les
mesures d’intensitats es va
utilitzar una linia base a 1860
cm™, ja que en aquest nimero
d’ona no existeix absorcié per
part de la mostra. Les intensitats
negatives (com en el cas de la
intensitat a 1678 cm™) soén
degudes al fet que representen
la desaparicid de protons amida
que es  bescanvien per
deuterons i que per tant, es
desplacen uns 5-10 cm™ cap a
nameros d’ona meés baixos. Per
contra, les intensitats positives
s6n degudes a laparicio
d’estructures deuterades
procedents de numeros d'ona
meés alts. La figura 4.13B mostra
les variacions d’intensitat
d'aquests tres numeros d’ona
escollits representatius de cada
estructura secundaria de la regio

d'amida | i de la linia base en

funcio del temps al llarg de la cinetica de bescanvi H/D. Pot observar-se com la
cinética corresponent als girs reversos (1678 cm™) és molt rapida, mentre que la
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corresponent a les helixs més estructura no ordenada és una mica més lenta, i la
corresponent a les estructures 3 és encara més lenta.

Aquest tipus d’analisi,

és especialment interessant -
o]
quan es vol comparar com £E§
8
varia la contribucié de cada 232
c
Q
un dels components = _
104 Lamina B -
estructurals sota diferents " " — " "
s 10 on Helixs o + no ordenada
condicions de substrats 3 3
®©
. £ &£ o094 4
durant el bescanvi H/D. Per 52
g3
aguesta rad, es va mesurar B < o8 999909 622008000
[} R A A B A R A oo
la variaci6 del senyal a - . . . . .
1.04 . 4
. . Girs reversos
1678, 1660 i 1626 cm™ g
S B
respecte el temps, de cada £E "™ T
S o
complex de la MelB. Els R
5 2 o6 E
resultats s’exposen a la < SEREEERE R

figura 4.14, | es pot
observar com la quantitat
de bescanvi H/D de
I'estructura lamina B (1626

cm?, pannell

superior)
depéen dels substrats amb

un patré de variacions molt

0 200 400 600 800

Temps (minuts)
Figura 4.14. Cinetiques de bescanvi H/D dels
components d'estructura secundaria de la MelB en
diferents condicions de substrats. Els colors
corresponen a: (negre) a la MelB sense substrats
incubats, (blau) després de la incubacié amb NaCl 10
mM, (vermell) després d’afegir melibiosa 5 mM i
(verd) després d’afegir melibiosa 5 mM i NaCl 10 mM.
L'escala vertical s’ha ajustat a unitats arbitraries per a
cada pannell.

similar al patr6 mostrat per

la regi6 amida Il (vegeu la figura 4.10). Aixi, tenim un bescanvi H/D elevat pel
complex binari Na*/MelB, intermedi pels complexes H*/MelB i Na'/mel/MelB i baix
pel complex H/mel/MelB. Encara més per les estructures en lamina f, I'addici6 del
sucre melibiosa al complex H*/MelB déna lloc a un 32% menys de bescanvi
comparat amb el complex H*/MelB. Les estructures hélixs o més no ordenada (figura
4.14, pannell mig) mesurades a 1660 cm™, tenen un patré de canvi similar a les
estructures lamina B pero de forma molt menys intensa. L'addicié de melibiosa al

complex H'/MelB també fa disminuir 'accessibilitat de les estructures hélixs o més
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no ordenada en un 13% comparat amb la MelB sense substrats (H'/MelB). En el cas
dels girs reversos (figura 4.14, pannell inferior), I'addicié del catid, o del sucre o
d’ambdos alhora, no produeixen canvis a nivell de quantitat de bescanvi en cap dels
casos; només son visibles algunes petites variacions durant els primers 250 minuts
de la cinética. Aquests resultats a nivell d’estructura secundaria indiquen clarament
que la unié del sucre protegeix principalment les estructures lamina f i menys
intensament a les hélixs o més estructures no ordenades. De totes maneres, no
podem determinar la quantitat d’estructura protegida pel sucre i per tant, és dificil
saber quina estructura a nivell quantitatiu és la més protegida de les dues.

De la mateixa manera que amb la banda amida Il, per tal d’aprofundir més en
les diferéncies de la cinética de bescanvi (diferents temps i quantitat de cada
component) en diferents condicions de substrats, es va procedir a I'analisi de cada
una de les seves cinetiques de bescanvi H/D aplicant la transformada inversa de
Laplace, lleugerament diferent de I'aplicada a I'amida Il (vegeu materials i métodes).
Abans pero, donat que el procés d'obtencioé i analisi de dades implica diferents
passos, es va realitzar un analisi acurat dels errors produits en I'adquisicié de les
dades, dels produits en l'analisi i els deguts a la repeticié dels espectres entre
diferents mostres. En primer lloc, es va establir l'interval de confianca per
simulacions de Montecarlo (n=20; es va utilitzar el soroll obtingut de la diferéncia
entre les dades experimentals i les dades del seu ajust per a les simulacions), ja que
d’aquesta manera es va obtenir la incertesa en les constants de temps causades pel
soroll experimental. Les simulacions de Montecarlo utilitzen un mostratge estadistic
per ajustar solucions tenint en compte la preséncia de soroll en les dades
experimentals. La solucio obtinguda sera la més probable estadisticament. En segon
lloc, es van estimar els errors sistematics comparant les constants de temps de dos
o tres experiments diferents. Es va prendre el valor més alt de les dues fonts d’error
com a error total. Com a conclusié d’aquest analisi, només les primeres components
cinetiques de la distribucié de funcions de la regié amida | (amb constants de temps
per sota ~30 min) van mostrar diferéncies més altes que I'error produit, i per aquesta
rad son les uniques que es consideraren a I'’hora d’analitzar els resultats.

La figura 4.15 mostra les tipiques distribucions de poblacions del bescanvi H/D

obtingut de les diferents condicions de substrats de cada una de les estructures
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Figura 4.15. Distribuci6 de funcions dels
components d’estructura secundaria de la MelB
en diferents condicions de substrats obtingudes
mitjancant la transformada inversa de Laplace
de les cinétiques de bescanvi H/D de I'amida |I.
Els colors corresponen a: (negre) sense
incubacié de substrats, (blau) després de la
incubacié amb NaCl 10 mM, (vermell) després
d’afeqir melibiosa 5 mM i (verd) després d’afeqir

secundaries. Referint-nos només
a la component cinetica rapida,
les diferencies més grans, a
nivell de constants de temps i
mida de la component, degudes
a Il'addicio de substrats
s'observen per I'estructura
lamina B. Pels complexes binaris
H'/MelB i Na‘'/MelB trobem el
component rapid a uns 7 min,
per contra aquest mateix
component es desplaca fins 8.9
min  pel complex ternari
Na‘/mel/MelB i a 10.2 min pel
H'/mel/MelB.  L'addici6  de
melibiosa també comporta una
disminucié de la quantitat de
protons bescanviables, essent el
complex ternari incubat amb H*
el més protegit respecte les
altres condicions de substrats.
Per contra laddici6 de Na’
(Na'/MelB) és l'estat en qué les

estructures B sén meés

accessibles al bescanvi H/D. En el cas de les helixs a i estructures no ordenades, les

diferencies en el component rapid sén meés petites a nivell de constants de temps

perd s6n més significatives a nivell de quantitat d’aquesta component. Pel complex

binari Na*/MelB, la constant de temps es centra a 4.9 min, en canvi per la resta de

complexes és situa al voltant de 5.2 min. A més, aquest complex binari Na*/MelB

mostra una quantitat de protons bescanviables una mica més elevat que en la resta

de casos, essent el complex ternari H'/mel/MelB el que menys. Els complexes

H*/MelB i Na‘'/mel/MelB mostren una quantitat de protons bescanviables similars,
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situant-se en una posicié intermédia. A I'hora d’analitzar els girs reversos, nomeés
s’observen petites diferencies entre les diferents condicions, situant la constant de
temps del component cinétic rapid aproximadament a 4.7 min en tots els casos. Les
diferencies entre quantitat de bescanvi en les diferents condicions sén massa petites
per ser establertes; aixi doncs podriem dir que els girs reversos es bescanvien tots
en la mateixa quantitat.

L'analisi del bescanvi H/D a nivell de cada estructura secundaria revela
diferencies que no es poden observar només estudiant la regiéo amida Il. En concret,
I'estructura lamina B presenta diferéncies molt clares depenent del substrat unit, cosa
que concorda amb les conclusions obtingudes de I'analisi de 'amida Il, que ens diu
que la incubacié6 de H" i melibiosa amb la MelB (H*/mel/MelB) representa ser la
situacié més protegida. Tots i que les diferencies son meés petites a nivell d’hélixs o i
estructures no ordenades, també observem un augment de la proteccié envers el
bescanvi H/D degut a la unié de la melibiosa. En linies generals, la troballa més
significativa és I'efecte protector del sucre melibiosa envers el bescanvi H/D. Tot i
que I'aplicacié de correccions a les dades experimentals és molt complexa, els errors
obtinguts son suficientment baixos per concloure que aquest efecte té lloc
principalment a nivell d’estructura lamina B i de forma intermedia a nivell d’estructura
hélix o i estructures no ordenades, tenint en compte que la proporcido d’aquest

conjunt d’estructures és majoritari en el transportador.

4. 5. Estudi del bescanvi H/D del mutant R141C per ATR-FTIR

Els resultats de la cinética de bescanvi H/D a nivell d’amida Il i amida | sobre la
MelB salvatge exposats anteriorment (capitol 4.4) i d’altres treballs que també
utilitzen la cinetica de bescanvi H/D mesurat per ATR-FTIR (de Jongh et al., 1997;
de Jongh et al., 1997; Goormaghtigh et al., 1999) demostren la validesa de la técnica
per obtenir informacié sobre els canvis conformacionals en I'estructura secundaria
de les proteines. Per aquesta rad, es va aplicar la mateixa tecnica d’analisi del
bescanvi H/D per espectroscopia ATR-FTIR sobre un mutant de la MelB, el R141C,
el qual tot i tenir unes constants d’afinitat per la unié de substrats similars a la
proteina salvatge, no els pot transportar (Abdel Dayem et al.,, 2003). Aquesta

mutacio esta localitzada al llag 4-5, que és molt important pel reconeixement del
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sucre (Cordat et al., 2000; Ambroise et al., 2000) a més de jugar un paper crucial en
la funcié simport de la MelB (Abdel Dayem et al., 2003).

De manera similar a la MelB salvatge, es va purificar i reconstituir el mutant
R141C (vegeu figura 4.1) i aquests proteoliposomes es varen incubar en medis amb
diferents substrats, donant quatre complexes diferents, com en el cas de la MelB
salvatge: a) un complex binari H'/R141C en un medi lliure de Na* i sucre, b) un
complex binari Na'/R141C en un medi amb NaCl 10 mM lliure de sucre, ¢) un
complex ternari H'/mel/R141C en un medi amb melibiosa 5 mM lliure de Na' i
finalment d) un complex ternari Na‘*/mel/R141C en un medi amb melibiosa 5 mM i
NaCl 10 mM.

4.5. 1. La banda d’amida Il i la cinética de bescanvi H/D global del mutant
R141C

El procés de deuteracio degut a la introduccié de N, gas saturat amb vapor de
D,O sobre films secs de
mutant R141C es va mesurar

mitjancant I'enregistrament de —— H'/MelB
——H'IR141C

la variacio del senyal en funcio
del temps de I'espectre d’'ATR-
FTIR a la regié 1800-1400 cm’

' tal com es descriu

Absorbancia relativa

anteriorment per a la MelB
salvatge en el capitol 4.4
d’aquest treball. Aixi doncs,

pr|mer de tot es van Comparar 17I00 ' lGISO ' 16IGO ' 16I40 ' 16I20 ' 16IOO

Ntmero d'ona (cm™)

els espectres d’absorcié de la

banda d'amida | d’ATR-FTIR Figura 4.16. Comparacid de [lestructura
: secundaria de la MelB salvatge i el mutant R141C

del mutant R141C i de la MelB sense substrats. Els espectres es van desconvular

salvatge en medi sense Na' ni utilitzant una FWHH de 14 cm™ i una k de 2.5.

melibiosa (figura 4.17A) abans
de comencar i al finalitzar el bescanvi. Encara que no s’observen gaires diferéncies

en I'amida | i Il entre la proteina mutant i la salvatge, si que s’observa una banda
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1460 cm™ més intensa pel mutant R141C després del bescanvi. Aquesta observaci6

ens suggereix que hi haura més bescanvi H/D en el cas del mutant. A més, també

podem comprovar que no existeixen diferéncies significatives en la forma de les

bandes amida | i amida Il de la proteina mutant i la salvatge. Respecte aquest punt,

s’ha de tenir en compte que l'analisi de I'estructura secundaria del mutant R141C tot

i trobar-se algunes diferéncies en les intensitats de les bandes hélix o principalment i

en menys grau en les lamina B, no es van detectar canvis significatius en la posicio

MelB t = 0 min
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Figura 4.17. (A) Espectres de proteoliposomes
de MelB i R141C abans d'iniciar-se i al
finalitzar el bescanvi H/D (B) Espectre de
proteoliposomes de R141C inicialment en
tampé MES 20 mM, KCI 10 mM (pH 6.6)
adquirit abans d'iniciar-se el bescanvi H/D at =
0 min i després d'iniciar-se: at=25min, at =
34 miniat=770 min. Tots els espectres estan
corregits per l'inflament del film mitjancant
l'area de l'amida | (1696-1600 cm™) com a
estandard intern i s’ha restat la contribucié
d’aigua atmosferica.
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dels seus maxims ni en la seva
guantificacio (figura 4.16).

Els canvis a nivell d’estructura
lamina B serien esperats, Si
considerem que el llag 4-5, que
conté la mutacio a la posicié 141,
esta compost principalment
d’aquest tipus d’estructura. Aixi, es
refermaria la prediccié d’estructura
B del llag 4-5. Les causes de
l'augment d'intensitat de la banda a
1653 cm™ només poden ser
especulatives, pero suggereixen
gue existeix algun tipus interaccié
entre el llag 4-5 i un grup de helixs
o en la MelB salvatge, ja sigui en
forma de llag re-entrant o per
proximitat de I'helix IV i/o V i el llag
4-5. La figura 4.17B, mostra tres
espectres d’absorcié seleccionats
abans (t = 0) i després de
comencar el procés de deuteracio,
at=35i 770 minuts, del complex
binari H'/R141C, ja corregit per
linflament del film 1 per la
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contribucié de l'aigua atmosférica (Goormaghtigh et al., 1999). D’acord amb el
decreixement de la banda amida Il, la qual ens déna informacié sobre el bescanvi
global de la proteina, el H'/R141C mostra una accessibilitat global del 63%,
comparada amb el 53% del complex H/MelB de la salvatge (capitol 4.4). Aquest
resultat indica que el mutant té una conformaciéo més oberta quan no hi addicionem
substrats.

La figura 4.18 representa les dades de les cinétiques de bescanvi H/D del
mutant R141C en cada condicié de substrat. Els complexes binaris H'/R141C i

Na‘/R141C mostren una

accessibilitat molt similar (62-
63%), per altra banda, e

I'addicié del sucre melibiosa 09

[0}
9

resulta en un decreixement 08t

de l'accessibilitat en un 8% 07k
en el cas del complex ternari
H'/mel/R141C, i en un
decreixement d’'un 11 % pel
complex Na'/mel/R141C. El

patré de canvi d’accessibilitat

Fraccié no-bescanviada

05}

ttttttt NLIblg

Habltaby

ANy elololololalolit

03 1 . 1 . 1 . 1 . 1
200 400 600 800

o

de les cinétiques de bescanvi Temps (minuts)

H/D del mutant R141C Figura 4.18. Cinétiques de bescanvi H/D de I'amida Il
del mutant R141C en diferents condicions de

(figura 4.18) sota diferents substrats. En negre, es representa el complex

H'/R141C, en blau, el complex Na'/R141C, en

vermell el complex terciari H/mel/R141C i en verd el

basicament igual a I'obtingut Na‘'/mel/r141C. La barra d’error representa I'error
estandard calculat de n = 3 experiments.

condicions de substrats és

per la MelB salvatge (vegeu
figura 4.10), amb la diferencia que en el cas de la proteina mutant el complex terciari
Na‘/mel/R141C és I'estat menys bescanviat. Tot i aquesta diferéncia, els resultats
indiqguen que la unié de sucre confereix meés proteccié al bescanvi H/D, deguda a
una major compactacié de la proteina, tal com s’ha descrit anteriorment per la MelB
salvatge (capitol 4.4).

La resolucié de les constants de temps del bescanvi H/D es dona a través de
I'aplicacio de la transformada inversa de Laplace, la qual ens déna una distribucié de
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poblacions del bescanvi amida Il global. La distribucié de poblacions es resol en
quatre components amb diferents constants de temps i arees. La figura 4.19 ens
mostra les distribucions de poblacions dels quatre complexes del mutant R141C amb

diferents constants de

Constant de temps (min)

. temps i arees. Els
10 10" 10° 10° 10 10°

T T complexes binaris

Na'/R141C i H'/R141C

mostren la mateixa

constant de temps per la
component rapida (4.9 min
+ 0.2), tot i que l'area de
D M bescanvi és més +gran pel
. complex Na'/R141C
2Log(r/min) ’ * i (figura 4.19 i Taula 4. III).

Freqgiencia relativa tF(t)

1

Per altre banda, les
Figura 4.19. Distribucié de funcions de I'amida Il del

mutant R141C en diferents condicions de substrats constant de temps i l'area

obtingudes mitjancant la transformacié inversa de de la component
Laplace de les cinetiques de bescanvi H/D. En negre . o )
es representa el mutant R141C sense substrats afegits, intermedia i lenta sén molt

amb addici6 de NaCl 10 mM (blau), amb addicié de

melibiosa 5 mM (vermell) i amb addicié de melibiosa 5 similars  entre  ambdos

complexes binaris. El
comportament del mutant R141C en preséncia de Na* o H" és molt similar al de la
MelB en les mateixes condicions. El complex ternari Na'/mel/R141C mostra la
component cinetica rapida més lenta (al voltant de 7.7 minuts) comparat amb la resta
de complexes i el complex H'/mel/R141C es situaria en una posicié intermédia, al
voltant de 5.4 minuts. Les arees de bescanvi de totes les components cinétiques del
complex Na*/mel/R141C, sén més petites comparades amb la resta de complexes.
El complex H'/mel/R141C també té totes les components cinétiques lleugerament
mMés petites que la proteina sense el sucre unit, perd en una posicié intermedia entre
els complexes binaris amb H" o Na* i el complex ternari Na*/mel/R141C. En general,
la distribuci6 de poblacions sota diferents condicions de substrats pel mutant R141C
presenta més diferéncies entre si que en cas de la MelB salvatge, on les diferencies

no eren tant grans (vegeu figura 4.12).
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Si comparem les dades del bescanvi global del mutant R141C i de la MelB
salvatge (taula 4.111) observarem que tots els complexes del mutant mostren més
bescanvi H/D que la MelB salvatge. L’augment en I'accessibilitat al bescanvi H/D ve
donada per una disminucié del grau de compactacié de la seva estructura (figura
4.20). Aquest augment del bescanvi H/D del mutant que és de l'ordre del 10%,
excepte pel complex
Na‘/mel/R141C que és Compactacié Global (obtingut de I'amida II)

aproximadament del 5%, es

0.5 \WT-
deu principalment a ]
0.4

laugment en l'accessibilitat

0.3+~

de la poblacié d’hidrogens
de la component rapida. Cal

0.2+

tenir en compte, que la
0.1+

Compactacio (unitats arbitraries)

diferencia  de  bescanvi |
global entre Na'/mel/R141C 00

i  Na'/mel/MelB coincideix H

Figura 4.20. Representaciéo grafica del nivell de
compactaci6 del mutant R141C en diferents

+

H'/mel Na’ Na'/mel

aproximadament amb la

diferéncia de bescanvi de la condicions de substrats. Les dades s’han extret de
s 'area de l'amida Il de cada complex de proteina
poblacié d’hidrogens de la salvatge i mutant.

component rapida, que és

del 5%. Aquestes dades comparatives ens indiquen que quan el sucre s’uneix al
mutant en preséncia del cati6 Na*, aquesta disposici6 no és gaire més oberta o
accessible respecte la MelB salvatge, com si que passa en el casos de la resta de
complexes. Es a dir, en preséncia de sucre i Na* 'abséncia de la carrega positiva en
la posicié 141 en el mutant R141C no afecta tant a nivell d’accessibilitat com en la
resta de complexes. En general pero, si considerem les dades obtingudes de l'area i
les constant de temps de la component cinética rapida, podem afirmar que la
eliminaci6 de la carrega positiva a la posicio 141 resulta en una conformacié més

oberta de la proteina sense afectar I'estructura secundaria en gran mesura.
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Taula 4.1l Comparacii dels components bescanviats obtinguts del seguiment de la banda amida || durant la cinética de bescanyi H/D de la
WelB salvatge | del mutant R141C en diferents condicions de substrats,

H* Na’ H'imelibiosa Na'Imelibiosa
Components
All
R141C MelB R141C MelB R141C MelB R141C MelB
Rapida Constantde 49+02° 56+02 4902 5804 54203 61202 77205 6503
temps (min)
Area (%) 403 28708 28807 29406 35108 250210 33623 282108
Intermédia  Constant de eyt i 34+2 41+3 35+2 374 383 521 40+ 2
ternps{min)
Area (%) ma4+07 104204 95205 g8*x12 T7£16 891206 79207 86205
Lenta m_u:ma_“# _a_w 23720 240220 25610 22020 199+12 220220 22313 235115
m,_,:ﬁ_m min
Area (%) 126+16 155204 105+0%5 143208 113x04 896+x05 985208 113204
No Constant de 1000 21000 >1000 1000 21000 1000 21000 1000

bescanviable

temps (min)
Area (%)

302213 474208 39907 475%20 46020 562%1.1

438%08 52005

a . R . . . . .
Tots els errors es refereixen als errors estandards obtinguts de mostres independents en les mateixes condicions per n =3 experiments.
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Una possible explicacié d’aquests resultats, seria que I'efecte de la mutacio fa
gue es desenganxi una interaccio electrostatica amb la mediacié de I'Arg141 del llac
4-5 amb un altre llag, possiblement el llag 10-11 (vegeu capitol 4.4). Aix0 produiria
diferencies importants en l'accessibilitat dels llagos del mutant R141C en diferents
condicions de substrats, cosa que no s’observa amb la MelB salvatge. Aquesta
hipotesi la podrem confirmar mitjancant I'analisi del bescanvi H/D de l'estructura
secundaria en diferents condicions de substrats.

Encara que les diferéncies més intenses es donen en la poblacié rapida, caldria
destacar I'existencia d’'una disminucié de I'accessibilitat de la component lenta dels
complexes Na'/R141C, H'/R141C i Na'/mel/R141C en contrast amb els mateixos
complexes de la MelB salvatge. Per contra, quan s’addiciona melibiosa (complex
H'/mel/R141C), la component lenta es torna lleugerament més accessible al
deuterons, i més rapida. De manera similar a la ja descrita per la MelB salvatge,
quan el mutant R141C esta incubat amb Na“ o H" mostren la mateixa quantitat de

bescanvi, i I'addici6 de sucre resulta en un augment de la proteccido envers el

R141C uni6 de substrats (pass$1 i 2)

unié del catio uni6 del sucre 3

j W ltranslocacié
MMM

AN

I

alliberament del sucre ] alliberament del cati6

MelB unié, translocacio i alliberament (passos 1, 2, 3,41 5)

Figura 4.21. Representacié comparativa dels estats d’'unié i transport de la MelB salvatge
i el mutant R141C.
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bescanvi H/D. Aixi, quan incubem el H'/R141C amb melibiosa, la proteina augmenta
la seva compactacio en un 7% aproximadament, i per la salvatge l'increment és molt
similar (8%). Pel complex Na'/R141C, lincrement de la compactacié degut a la
incubacié amb melibiosa és de I'ordre de '11%, mentre per la proteina salvatge és
nomeés d'un 4% (figura 4.20). Aquesta diferencia de comportament converteix el
complex Na'/mel/R141C en I'estat més protegit, per contra I'estat més protegit de la
MelB salvatge és el complex H'/mel/MelB. A part de les diferéncies estructurals
intrinseques causades per la mutacid, una possible explicaci6 d'aquest
comportament diferent, és que la MelB salvatge uneix i transporta els substrats,
oberta cap a I'exterior i cap a linterior, en canvi el mutant R141C només és capac
d’'unir-los. Per tant, sota les condicions experimentals en les quals estan adquirides
les dades d'infraroig, el R141C estara present en una mescla de menys estats

comparats amb la MelB salvatge (figura 4.21).

4.5. 2. La banda amida | i el bescanvi H/D a nivell d’estructura secundaria
del mutant R141C

L’analisi de la cinética de bescanvi H/D a nivell d’'amida | ens dona informacio
sobre [l'accessibilitat dels diferents components d’estructura secundaria (girs
reversos, hélixs o o lamina B) al solvent aquos tal i com s’ha descrit a I'apartat 4.4
per la MelB salvatge (de Jongh et al., 1997; Goormaghtigh et al.,, 1999). La
determinacié del numeros d'ona representatius de cada estructura secundaria del
mutant R141C es va dur a terme de la mateixa manera que per la MelB salvatge
(vegeu capitol 4.4), i va donar els mateixos numeros d'ona, amb les mateixes
caracteristiques d’'una bona intensitat de senyal, lluny dels punts isosbéstics i amb
una minima contribucié d'altres components d’estructura secundaria (figura 4.22).
Aquest fet, recolza la idea que si I'estructura secundaria del multant R141C fos
significativament diferent de la MelB salvatge, molt possiblement observariem
diferencies en la posici6 de les intensitats seleccionades per representar cada
component d’estructura secundaria. La figura 4.23 exposa les cinétiques de bescanvi
H/D per a cada estructura secundaria en diferents condicions de substrats del
mutant R141C. Els girs reversos mesurats a 1678 cm™ del complex ternari

Na‘/mel/R141C sén els menys bescanviats i per contra el complex H*/mel/R141C és
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el més accessible. Els complexes
IS0 00000000 b | na rl S H +/ R 1 4 l C | N a+/ R 14 1 C

1626 cm™

0.005

mostren una accessibilitat similar i

0.000

situats en una posicié intermeédia

-0.005

respecte els complexes ternaris.

Absorbancia relativa

Aquests resultats contrasten amb

-0.010

els obtinguts pels girs reversos de

-0.015

la MelB salvatge, on no es van

T T T T T
0 200 400 600 800

Temps (minuts) trobar diferencies en la quantitat de

. bescanvi H/D entre diferents
Figura 4.22. Analisi de la cinética de

bescanvi de l'amida | del complex binari condicions de substrats. A més, el
H'/R141C. Canvis d’intensitat dels espectres

de diferéncia desconvulats durant el mutant R141C mostra una cinetica

bescanvi H/D. Tots les intensitats es van més rapida que la de la MelB
desconvular i restar pel primer espectre no
bescanviat. Les intensitats es van adquirir salvatge, de tal manera que als 30
restant la linia base a 1860 cm™,

préviament. minuts ja esta completada. Aquest
fet indica que quasi tots els girs
reversos accessibles es bescanvien dins d’aquest periode de temps. Les hélixs o
més estructures no ordenades, mesurades a 1660 cm™, mostren un ordre
d’accessibilitat igual als girs reversos, amb la particularitat que el complex ternari
H'/R141C esta molt més bescanviat respecte a la resta de complexes. Aquest
resultat es torna a contraposar amb I'obtingut per la MelB salvatge, on les diferéncies
entre substrats eren molt més petites, a més de ser el complex H'/Mel/MelB el més
protegit envers el bescanvi H/D. Per altre banda, el patré de bescanvi H/D a nivell
d’estructures lamina B mesurades a 1626 cm™, mostra el complex H*/mel/R141C
com l'estat menys accessible, seguit del Na‘/mel/R141C i del Na'/R141C, essent el
H'/R141C el més accessible de tots. Aquest patré és molt similar a I'obtingut per la
MelB salvatge, tot i que les diferéncies sén més intenses i que el complex H'/R141C
és el més bescanviat en contraposicio a la MelB salvatge que era el complex
Na‘/MelB el més bescanviat. El conjunt de totes les dades, indica que la uni6 de
sucre en preséncia de Na* o H* és molt diferent estructuralment parlant.
Per tal d’obtenir la distribucié de funcions de la cinética de bescanvi H/D de

cada una de les components de [lestructura secundaria, es va aplicar la
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transformada inversa de Laplace amb alguna variaci6 (vegeu métodes

experimentals) a les bandes
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observar a la figura 4.24

(1626 cm'")

(pannell inferior) els girs

Intensitat normalitzada
I
N
)

9 reversos  presenten  una
Lamina § | o ..
: : . component cindtica rapida

Helixs o + no ordenada ]
o 1 centrada

0.8

1.04

W%%%%%%WH%%HW%W%H%%

1.04

] al voltant dels 4.0 minuts per

0.74

0.6

(1660 cm”)

cada condicio de substrat pero

0.54

04 - amb diferents contribucions

1.04

Intensitat normalitzada

Girs reversos d’arees. Aquest resultat

05 . contrasta amb l'obtingut per la

MelB salvatge on totes les

(1678 cm’")

0.6

iikifiaasaas sasnat szt at s e

Intensitat normalitzada

contribucions d’arees eren

0 200 400 600 molt similars entre diferents
Temps (minuts)

condicions de substrats i a

Figura 4.23. Cinetigues de bescanvi H/D del meés es centraven al voltant de
components d’estructura secundaria del mutant

R141C en diferents condicions de substrats. Els 4.7 min. Les helixs o meés

colors corresponen: (negre) al R141C sense estructures no  ordenades
substrats incubats, (blau) després de la incubacio
amb NaCl 10 mM, (vermell) després d'afegir (pannell mig) mostren una

melibiosa 5 mM i (verd) després d’afegir melibiosa
5 mM i NaCl 10 mM. L’escala vertical s’ha ajustat a

unitats arbitraries per a cada pannell. centrada cap a 5 min, per les

component cinética rapida

guatre condicions de
substrats, resultat homoleg a I'obtingut per la proteina salvatge. Tot i aixi, el complex
ternari H'/mel/R141C té una contribucié d’area molt més alta que en les altres tres
condicions de substrats, i en canvi aguesta mateixa condicio €s la més petita en el
cas de la proteina salvatge. Les estructures lamina B (pannell superior) sén les
components estructurals de la proteina on les diferéncies entre diferents condicions
de substrats son més importants, tal com passava per la MelB salvatge. EI complex
H'/mel/R141C té la component cinética rapida situada a 13.5 min comparada amb

els 10.2 min per la proteina salvatge. A més, la contribucido d’area en el cas del
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mutant R141C és més petita que per la MelB salvatge. L’altre complex ternari
Na‘'/mel/R141C també té la

constant de temps de la Constant de temps (min)
o - 10° 10" 10° 10’

Component Clnetlca raplda AL T l;lllll AL T ljlllll AL T TTTTT
TR TR . Lamina-p

lleugerament desplacada i menys
contribuci6 d’area comparada

amb els complexes binaris. Els

: S
1 1| 1 I 1

- a-Helix + no-ordenada

.
1

complexes binaris presenten una

constant de temps de Ila

component cinética rapida iguals
(@ 5.4 min) pero la contribucio
d'area és lleugerament més gran
pel complex H'/R141C.

En general, I'analisi de cada

freqliéncia relativa tF(x)

estructura secundaria basat en el

seguiment de la banda amida |
del mutant R141C  dodna

diferéncies més intenses en

10 15 20 25 30
Log (t/min)
accessibilitat ~ entre  diferents Figura 4.24. Distribuci6 de funcions dels

condicions de substrats que en el components d"estructura se_cyndéria del mutant
g R141C en diferents condicions de substrats

de la MelB salvatge. La cinética obtingudes mitjancant la transformada inversa
) , , de Laplace de les cinétiques de bescanvi H/D

de bescanvi H/D (figura 4.23) i la de I'amida I. Els colors corresponen a: (negre)
transformada inversa de Laplace sense incubaci6 de substrats, (blau) després de
la incubaci6 amb NaCl 10 mM, (vermell)

(figura 4.24) dels girs reversos després d'afegir melibiosa 5 mM i (verd)

. .. d &s d’afeqi libi 5 mM i NaCl 10 mM.
sota diferents condicions de espres dategir mefibiosa 5 mivi 1 iva m

substrats mostren que la unioé de

melibiosa en preséncia de Na® resulta en una mena de girs reversos més
estructurats i per contra, la unié6 de melibiosa en preséncia de H* déna uns girs
reversos manifestament menys estructurats. Aix0 podria indicar que el mutant
R141C que només uneix substrats perd no els transporta (figura 4.21), adopta
conformacions diferents almenys a nivell de girs reversos quan té la melibiosa unida

i el catié co-transportador és el Na* o el H". Quan observem el mutant amb el Na* o
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el H" no trobem diferéncies entre ells, indicant que la addicié del sucre és el pas
crucial per obtenir un efecte remarcable en lincrement de la compactabilitat.
Aquestes diferencies en I'addicié de substrats no es van trobar per la MelB salvatge
(figura 4.14), on els girs reversos es bescanvien tots en la mateixa quantitat tot i que
existien algunes petites diferencies en la forma de la cinetica durant els primers 200
minuts. Per tant, 'absencia d’'una carrega positiva en la posicié 141 magnificaria
I'efecte conformacional induit per la melibiosa, tot i que I'efecte particular (increment
o decreixement de la compactabilitat) possiblement és diferent comparat amb la
proteina salvatge.

Les estructures hélixs a més estructures no ordenades segueix un patré6 molt
similar al dels girs reversos. De la mateixa manera doncs, la incubacié de H'/R141C
amb melibiosa resulta en un clar decreixement de la compactabilitat, i per contra en
preséncia de Na®, la incubacié amb melibiosa déna un canvi molt petit. En el cas de
la MelB salvatge, les diferencies d’accessibilitat son més petites i a més, l'estat
clarament més protegit envers el bescanvi H/D és el complex ternari H'/mel/R141C
(capitol 4.4). Podria ser possible que la major afinitat del sucre per la MelB en
preséncia de Na’, resultés en un augment de la compactabilitat de les hélixs o. Fet
gue no es pot observar en el cas de la MelB salvatge perque estem mesurant la
mitja de diferents estats de transport i per tant, els efectes poden quedar
emmascarats.

En les estructures lamina B també s’observen diferencies importants en
diferents condicions de substrats, amb un patr6 molt similar a la MelB salvatge.
Aquests resultants reiteren l'observacié anteriorment trobada per la proteina
salvatge, que el sucre s'uneix a les estructures lamina i que aquestes estructures
estan molt possiblement localitzades als llagos 4-5i 10-11 (capitol 4.4).

La comparaci6 entre I'accessibilitat global i la de cada estructura secundaria, en
diferents condicions de substrats mostren un patré diferent per ambdds proteines.
Per la MelB salvatge, la compactabilitat global és la mateixa (o molt similar) tant si
esta en preséncia de H" com de Na’, i la incubacié addicional de melibiosa resulta
en un increment de la compactabilitat de la proteina. Aquest comportament es
reflexa en l'analisi de les estructures secundaries, on la incubacié amb melibiosa no

dona quasi cap canvi a nivell de girs reversos, perdo si que incrementa la

108



Resultats i Discussio

compactabilitat a nivell d’estructures hélixs o« més estructures no ordenades i encara
en més alt grau a nivell d'estructures lamina pB. Pel mutant R141C, aquest
comportament és més complex d’interpretar. Els canvis en la compactabilitat global
també mostren un increment degut a la unié de melibiosa (figura 4.21), pero les
estructures individuals canvien de forma diferent. Mentre que totes tres estructures
secundaries incrementen la seva compactabilitat en preséncia de melibiosa i Na*, en
preséncia de melibiosa i H® també incrementa la compactabilitat a nivell
d’estructures lamina  pero produeix un decreixement de la compactabilitat pels girs
reversos i per les hélixs i estructures no ordenades.

Ja que no sabem el nivell del 100% d’accessibilitat per les estructures
secundaries, els canvis observats a I'amida | son tots relatius, i per aquesta raé no
podem establir comparacions quantitatives amb les de I'amida I, o entre ells. Per
tant, I'increment de la compactabilitat global del mutant R141C quan esta incubat
amb sucre i H*, s’ha d’interpretar com a provinent principalment de I'increment en la
compactabilitat de les estructures lamina . Aixi, el decreixement en la
compactabilitat dels girs reversos i les hélixs o més estructures no ordenades pel
mutant R141C, ha de ser menys significatiu que lincrement en les lamina p.
D’aquesta manera es pot explicar el diferent nivell de compactabilitat global pel
H'/mel/R141C i el Na'/mel/R141C comparat amb H/mel/MelB i el Na'/mel/MelB
(figura 4.21).

4. 6. Estudi de I'orientacio de la MelB salvatge i el mutant R141C per ATR-
FTIR

En aquesta seccidé s’ha estudiat I'orientacio de I'estructura de la MelB salvatge
utilitzant la tecnica de polaritzacié de la reflexio total atenuada de la llum infraroja
amb transformada de Fourier (ATR-FTIR) (Axelsen et al., 1995; le Coutre et al.,
1997, Lafrance et al., 1997; Bechinger et al., 1999; Grimard et al., 2001; Ding et al.,
2001). La possibilitat de que els canvis conformacionals produits per I'addicié de
substrats, també desemboquin en canvis en I'angle d’orientacié de les estructures
secundaries de la proteina és una questi6 molt interessant a estudiar. Els
experiments de polaritzacié es van realitzar sobre films secs de proteoliposomes

preparats sobre un cristall de germani (Ge). L'obtencié de films orientats es va dur a
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terme secant amb N, gas els proteoliposomes o lipids sols, estesos sobre el cristall
de Ge. L'analisi de l'orientacié dels films de lipids sols també és molt important
perqueé els resultats sobre I'orientacio de la proteina estan directament vinculats amb
la correcta orientacio del film sobre el cristall d’ATR (Tamm and Tatulian, 1993). Aixi,
es van estudiar els mateixos complexes de MelB salvatge i de mutant R141C que es
van utilitzar per a la técnica de bescanvi H/D i d’estructura secundaria, ja que son les
condicions on s’han demostrat evidéncies de canvis conformacionals de la proteina

per la unié de substrats (Mus-Veteau et al., 1995).

4. 6. 1. Determinacio de I'orientacié de la membrana

Abans de determinar l'orientacié de la proteina dins la membrana, hem de
coneixer si aguesta membrana s’orienta bé sobre el cristall de Ge. Si no fos aixi, no
podriem assegurar que la proteina esta orientada respecte a la membrana i la
deteccié de canvis en l'orientacié deguts a la unié de substrats seria molt dificil de
determinar. Dit matematicament, per tal d’obtenir informacié sobre I'orientacié de
I'estructura molecular respecte la normal de la bicapa lipidica, o sigui el parametre
d’ordre pg, hem de dividir py/p, entre la p, on p, és el parametre d'ordre de la
dispersié d’orientacions de la bicapa lipidica (vegeu materials i métodes i figura 2.9).
Si p, €s 1, no es necessita fer cap correccio perqué estem en la situacio optima; si
per contra p, = 0, aleshores no és possible obtenir I'orientacio del film de
I'experiment. Per estimar el valor de p,, es van utilitzar films secs de DMPC (1-
miristoil-2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidicolina) i es van estendre sobre el cristall de
Ge. Per a qualsevol fosfolipid saturat en estat cristalli, el parametre d’ordre de
I'estirament i la vibracié de tisores del grup CH,, respecte l'eix de les cadenes
lipidiques és de p, = -0.5 i per tant, la oscil-lacié de la banda té un parametre d’ordre
pP. = 1. El parametre d'ordre de la cadena lipidica del DMPC en fase cristal-lina
respecte la normal de la membrana és pp=0.93 (Hubner and Mantsch, 1991). Amb
aguesta dada i degut al fet que podem obtenir experimentalment lipids de DMPC en
fase pseudocristal-lina, la qual correspon a un film sec de DMPC, podem obtenir una
estimacié de com s’orienta el fosfolipid dins el film sec sobre el cristall de Ge. En la
figura 4.25A es pot observar els espectres d’orientacio paral-lela i perpendicular d’'un

film sec de DMPC, dels quals s’ha calculat un p, de 0.79, 0.78 i 0.73 corresponents a
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les vibracions d’estirament, de tisores i d’oscil-lacid, respectivament. Per tant, dins

les nostres condicions experimentals, podem aconseguir films altament orientats

només assecant la mostra estesa sobre el cristall de Ge, amb un p, de 0.77

aproximadament.

També es varen realitzar experiments d’orientacido de films secs de lipids

d’E.coli purs (figura 4.25B), assumint que el valor de p, és el mateix que pel lipid
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Figura 4.25. (A) Espectres amb llum polaritzada
II, L i de dicroisme d'un film de lipids de DMPC.
(B) Espectres de polaritzacié I, L i de dicroisme
d’un film de lipids d’E.coli .

DMPC. D’aquesta manera, els
calculs donaren uns valor de
po/Pa de -0.33, -0.27 i —-0.26
corresponents a les vibracions
d’estirament asimétric del CH,
(3000-2900 cm™), d’estirament
simetric del CH, (2800-2700
cm™) i de I'estirament del C=0
(1800-1700 cm™),
respectivament. Aquests valors
en l'orientacio del lipid no van
variar en presencia de cap dels
substrats de la MelB. Per
exemple, la incubacié de Na* en
lipids d’E.coli purs, va donar
uns valors de py/p, de —0.32, -
0.27 i —0.24 per a cada vibracio
(figura 4.25B). Cal tenir en
compte que, si aquests valors
varien significativament entre

experiments es perqué

membrana no s’ha orientat bé o s’ha orientat diferent sobre el cristall de Ge i per

tant, 'experiment no és valid (Tamm and Tatulian, 1993). En el nostre cas, tots els

films varen donar la mateixa orientacié independentment de la preséncia dels

diferents substrats i la proteina.
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4. 6. 2. Espectres de dicroisme de la MelB salvatge

Els espectres de dicroisme dels proteoliposomes de MelB, obtinguts de la resta

de I'espectre de la MelB amb la llum polaritzada paral-lelament menys I'espectre de

la MelB amb llum polaritzada perpendicularment, ens donen informacié sobre

I'existencia de vibracions amb orientacié (vegeu materials i métodes). Encara mes,

les estructures vibracionals que no estiguin orientades no apareixeran en l'espectre

de dicroisme.

4. 6. 2. 1. Analisi dels espectres de dicroisme de la MelB salvatge en H,O

La figura 4.26A mostra els espectres d’absorcié d'un film sec de MelB sense
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Figura 4.26. (A) Espectres de polaritzacié Il
(negre) i L (gris) de proteoliposomes de MelB
sense substrats en tampd amb H,O i el seu
espectre de dicroisme (negre puntejat). (B)
Espectre de dicroisme del pannell A ampliat.

substrats addicionats (és a dir,
H*/MelB) reconstituida en lipids
d’E.coli amb la llum polaritzada
paral-lelament (1)) [
perpendicularment (1). Fent la
subtraccio entre l'area de la
banda de l'espectre Il i del L,
obtenim I'espectre dicroic del
gual obtenim informacié sobre
I'orientacio de diverses
estructures  moleculars.  El
factor de resta utilitzat per
I'obtencié de I'espectre dicroic
va ser igual a 1.93 (vegeu
materials i métodes), ja que és
el wvalor en les nostres
condicions experimentals on
les estructures sense orientacio
s'anul-len i per tant, només
apareixen bandes d’estructures
orientades. La figura 4.26B

mostra I'espectre dicroic ampliat, i les bandes que apareixen son les corresponents a
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les vibracions amb orientacié. La informacié que obtenim de l'espectre dicroic és
diversa: el signe de les bandes de lipid amb intensitats a 2921, 2852 i 1737 cm™ ens
donen informacié sobre la correcte orientacié d’aquest en el film. Les intensitats de
les bandes amida A (3296 cm™), amida | (1660 cm™) i amida Il (1543 cm™), que
també apareixen a l'espectre de dicroisme ens indiquen clarament que existeix
estructura helicoidal orientada al llarg de la normal de la membrana (Susi and Byler,
1986; Surewicz and Mantsch, 1988). Per altre banda, que I'amida | i 'amida Il tinguin
signes contraris en I'espectre dicroic és correcte, ja que la vibraci6 majoritaria
corresponent a I'amida | és deguda principalment a I'estirament de I'enllagc C=0 i per
'amida 1l és deguda majoritariament a l'enlla¢ N-H, i aquestes vibracions son
perpendiculars entre si. Per aguesta rad, apareixeran de signe contrari en I'espectre
dicroic (figura 4.26B). Dins la banda amida Il, a més de la intensitat a 1543 cm™
indicadora d’estructures hélixs o orientades, també s’observa una espatlla
corresponent a les tirosines a 1516 cm™, indicant que almenys algunes d’elles estan
orientades. Aquest fet no és estrany, si tenim en compte que 15 de les 27 tirosines
de la MelB, estan situades als segments transmembrana (Pourcher et al., 1996). De
la mateixa manera, també apareix una banda a 1497 cm™ en I'espectre dicroic
deguda a I'existéncia de fenilalanines orientades (no mostrat). En general, les dues
bandes d’aminoacids i les intensitats de les bandes amida | amida Il de I'espectre
dicroic, assignen orientacié principalment helicoidal de la proteina, per tant, indica
que almenys una part de les hélixs a transmembrana de la MelB estan orientades.
L’existéncia d’orientacio de part o totes les helixs o no é€s un resultat sorprenent, ja
gue un estudi recent que analitza cristalls bidimensionals de MelB per difraccié de
raigs-X, troba que existeix un grup de 7 helixs a transmembrana amb certa
orientacio respecte la normal de la membrana (Hacksell et al., 2002 ).

Tal com s’ha anat demostrant en diversos estudis espectroscopics de
fluorescéncia (Mus-Veteau et al., 1995; Mus-Veteau and Leblanc, 1996; Cordat et
al.,, 1998; Cordat et al., 2000) i de FTIR (capitol 4.3), existeixen evidéncies
importants sobre I'existencia de canvis conformacionals de la MelB per I'addicci6 de
substrats. Per aquesta rad, l'estudi de l'orientaci6 de la MelB ens ofereix la
possibilitat de saber si la uni6 de substrats modula l'orientacio de I'estructura

secundaria, i si és aixi com la modula.
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Aixi, tal com es descriu a procediments experimentals, calcularem la R*™®

(rad
dicroica) de les bandes que sabem que presenten orientacid perqué apareixen a
I'espectre dicroic, mitjancant la ra6 de l'area de la banda amb llum polaritzada
paral-lelament entre I'area de la banda polaritzada perpendicularment. A la practica
pero, ens trobarem amb problemes de reproductibilitat durant la realitzacio dels
experiments. Per exemple, es va obtenir un valor de p, = 0.092 £ 0.016 (n=3
experiments) per I'amida | i un p,=-0.193 £ 0.020 (n=3) per I'estirament asimetric del
CH; de la MelIB. Tot i que les variacions semblen molt petites, la precisio (és la rad
entre el valor de p, i 'error Standard ) del valor de p, de I'amida | és de 5,75. Aquest
valor és inferior a 6 i segons els resultats dels experiments per valors de precisié
inferiors a 6, es limita la deteccié de les variacions d’orientacions degudes als
efectes dels substrats. Per tant, si obtenim variacions de p, entre diferents
experiments de la MelB en les mateixes condicions, aquestes podrien ser causades
per les petites variacions en l'orientacié del film sobre el cristall de Ge (p,). Es
concebible que els films de proteoliposomes no mostrin exactament la mateixa
orientacio, degut a la propia variacid de la posta apunt experimental per a cada
experiment. Encara que és una variacid molt petita, s’ha de corregir per tal
d’observar petites diferéncies en I'angle d'orientacié. Per tal de realitzar aquesta
correccio es va determinar el valor de p, mitjancant el valor de p, de I'estirament
asimétric del CHy, p, = py / (-0.274)"Y, assumint que les bandes de lipid d’E.coli
mostren el mateix parametre d’ordre del lipid pur en fase liquida (vegeu materials i
metodes). Els resultats d’aquests calculs, donaren un valor de p, = 0.69 + 0.09 pels
films de proteoliposomes, indicant que la preséncia de proteina redueix I'ordre del
film sobre el cristall de Ge de I'ATR. Després d’aquesta consideracio, es van obtenir
uns valors per la MelB sense substrats, de py/p, = 0.154 + 0.014 per I'amida |
(precisio de 11) i de py/p, = -0.326 = 0.012 per I'estirament asimetric del CH,. La
resta de parametres també incrementaren la seva precisio. A meés, a resultes de
I'eliminacié dels problemes d'orientacié del film, la proporcio (py/p,) s’estableix
respecte la normal de la membrana dels proteoliposomes, no respecte la normal de
cristall ’ATR.

M _0.274 = pg-p, Si p. = -0.5 pel lipid CH, simétric —  p; = 0.548 B = 33° (vegeu
materials i métodes)
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4. 6. 2. 2. Analisi dels espectres de dicroisme de la MelB salvatge en D,O

Es van obtenir primerament espectres amb llum polaritzada paral-lelament i
perpendicularment de films de proteina que havien estat sota un flux de vapor de
D,O durant 900 minuts i posteriorment assecats. La figura 4.27A mostra els

espectres polaritzats I i L1 i
I'espectre dicroic d’'un film sec de
MelB sense substrats en D,O (és
a dir, D'/MelB). Podem observar
com l'amida Il és més petita que
la banda amida Il del complex
H'/MelB (figura 4.26A), indicant
gue la proteina ha bescanviat
bona part dels hidrogens de la
seva estructura per deuterons,

concretament, el 60%. La figura
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(vegeu figura 4.26B). Aquesta

similitud en els numeros d’ona

dels maxims de les bandes de Figura 4.27. (A) Espectres de polaritzacio I

(negre) i L (gris) d'un film de protecliposomes

lipid, indiquen que Torientacio de MelB sense substrats en tampé amb D,O i

d’aquests no es veu afectada pel el seu espectre de dicroisme (negre puntejat).
) (B) Espectre de dicroisme del pannell A

bescanvi H/D. Per contra, les ampliat.

bandes amida A, | i Il sofreixen

petits desplacaments en els maxims de les intensitats de les bandes, situant-se ara a
3299, a 1655 i a 1542.5 cm™, respectivament. Aquests petits desplacaments s6n
deguts a la desaparicié6 de part dels hidrogens de l'estructura orientada de la
proteina, de manera que en lI'espectre de dicroisme de la MelB en D,0 les amides A

i 1l observades (no és el cas de l'amida |) representen els hidrogens de les
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estructures orientades resistents al bescanvi (Goormaghtigh et al., 1994). L’'amida A’
correspon als hidrogens de I'enllag N-H orientat que es bescanvien (I'enllac N-H és
causant del 95% de la vibraci6 en I'amida A) i es desplacen cap a 2590 i 2740 cm™ i
I'amida II’ representa els hidrogens orientats de I'enllag C-N perpendicular al C=0 i
que es desplaca a 1460 cm™ (Goormaghtigh et al., 1994). Les amides | i I’ estan
totalment superposades, ja que les bandes d'estructures bescanviables que
composen I'amida | només es desplacen uns 5-10 cm™, i per tant, representen la
poblacié d’hidrogens bescanviables i no bescanviables de les estructures orientades
(Goormaghtigh et al., 1994; de Jongh et al., 1997; Goormaghtigh et al., 1999).
L’'obtencié d’'informacio de les estructures orientades de la proteina en D,O és
més complicada que en H,O degut als canvis que sofreixen les bandes en
bescanviar-se els H per D. Aixi doncs, 'amida A que es bescanvia déna dues
bandes amida A’ molt poc intenses amb maxims situats a 2590 i 2470 cm™, que a
més es superposen parcialment amb la banda d’absorcié del vapor de CO, (dades
no mostrades). Restar la contribucié de vapor de CO, és molt dificil ja que aquest
sofreix canvis d'intensitat molt elevats entre I'adquisicié d’un espectre i el segiient. A
meés, l'assignacio d’estructura secundaria mitjancant la banda amida A’ no esta
descrita en la literatura i per tant, és dificil dir quines son les estructures
bescanviades orientades. L'amida II' també es superposa totalment amb la banda de
lipid a 1460 cm™ i per tant tampoc és una bona candidata per a estudiar I'estructura
secundaria bescanviada orientada. Ara bé, si ens fixem en la posicidé dels maxims i
el signe de les bandes de I'amida A i Il de I'espectre de dicroisme de la MelB en D,0
(figura 4.27B) de les bandes amida A i Il, podem dir que els hidrogens de les
estructures orientades resistents al bescanvi son majoritariament heélixs «
(Goormaghtigh et al., 1994). Aix0 ens permet dir, que totes o part de les hélixs a
orientades observades en l'espectre dicroic de la MelB en H,O so6n resistents al
bescanvi H/D. Els hidrogens bescanviats a deuterons de les tirosines orientades
s'observen en la banda molt resolta a 1515 cm™ (Chirgadze et al., 1975). Per tant,
algunes de les 15 tirosines situades als segments transmembrana pertanyen a les
hélixs o transmembrana bescanviables orientades. Les fenilalanines en canvi, no es
poden observar en I'espectre dicroic perque es veuen camuflades per la incorporacio

de la banda amida II'.
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4. 6. 3. Efecte dels substrats en I'orientacio de les estructures de la MelB
salvatge

Considerant els parametres de correccio dels lipids (secci6 4.6.3), s’analitzaren
els experiments de polaritzacio realitzats sobre films de MelB incubats en diferents
substrats formant: (a) el complex binari H'/MelB lliure de Na* i melibiosa, (b) el
complex binari Na*/MelB en un medi amb NaCl 10 mM lliure de melibiosa, (c) el
complex terciari H'/mel/MelB en un medi amb melibiosa 5 mM lliure de Na' i
finalment (d) el complex terciari Na‘/mel/MelB en un medi amb NaCl 10 mM i
melibiosa 5 mM, tant en tampo H* com en tampo6 D*. Els valors obtinguts de cada
parametre d’ordre en diferents condicions, es mostren a la Taula 4.1V. Cal tenir en

compte perd, que la R*™® i com a conseqiiéncia, el parametre d’ordre pg ens dona

Taula 4.1V, Taula de walors dels FIEFEIFHEU'E!S d'ordre, P i 2ls angles Bdela
MelB en diferents condicions de substrats .

Amidal-I'" AmidaAen s He C=0
D0

H MelR P=0.3640.02 P=0.67+004  P=-033#001 P=-026+0.01
Pyp=0.7240 04 G=28+2 F0.1#0.4 f6TE0 3
G=2622

Na /MdB P=024*001 P=0.490 02 F=032+0.01 P=-0.24+0.01

P=0.45+0 01 B=36%1 65.6+0.1 652402
B=36+1 (kg2 (05304 (A5
(£cH10 %23

H'melMelB | P=036t002  P=061+001 P=033:t001 P=-025:001

Pre=0.73#003 f=31%1 70240 2 66,00 2
=25+ (k3427 CAHI1A0.5) CADTH0S)
(fel£2)
Na'/melMdR| P=031:001  P=061#006 F=-032:000 P=-024:001
Pre=0.6340 02 f=3143 69,840 2 656404
E=30%1 (k3 Ed) (f0.320.5) (fe1.140.5)
(Lerd 2y
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informacio sobre I'estructura global, és a dir, 'orientada i la no orientada. Per a les
bandes amida, el parametre d’ordre correspon a pg (orientacio de l'estructura de la
proteina, veure fig. 3.9), mentre que per les bandes de lipid correspon a la relacié
py/P, (veure seccio 3.6.2.2). En concret, el valor de pg de I'amida | correspon a
I'orientacio de tota la proteina, és a dir, considerant totes les estructures secundaries
no bescanviades orientades i no orientades. D’una altre manera, la pg de I'amida I
correspon a l'orientaci6 de les estructures secundaries bescanviades i no
bescanviades orientades i no orientades. La repeticio dels valors de la relacio py/p,
del lipid, ens indiquen que la correccio del valor de p, és correcte. Per tal de d’obtenir
el valor de pg de 'amida | i I de I'estructura orientada solament, es dona un segon
parametre d’ordre suposant que els segments no transmembranals de la proteina no
estan globalment orientats (p12). Aquesta suposicio és possible, si assumim que el
50% de la proteina correspon a hélix o transmembrana i I'altre 50% correspon a la
resta d’estructures secundaries no orientades (Pourcher et al., 1996; capitol 4.3). Per
altre banda, els parametres d’ordre obtinguts per I'amida A en D,O representen les
estructures no bescanviades. Si comparem els angles obtinguts de l'amida A
corresponents a les estructures no bescanviades, amb els angles corresponents a
les hélixs o transmembrana de I'amida | corregida, podem veure que sOn molt
similars. Ja que aquests valors s’han obtingut de bandes i suposicions diferents, els
podem acceptar com a plenament valids. Si comparem els valors de les bandes
amida | i amida A de cada un dels complexes de la MelB amb la resta, podem
concloure que existeix reorientacio de les helixs a transmembrana degut a la unié de
substrats. En concret, els complexes H'/MelB i H'/mel/MelB contenen els segments
transmembrana més orientats amb un angle al voltant de 26°, seguit del complex
Na*/mel/MelB amb 30° i per ultim el Na’/MelB amb un angle de 36°. L’addicié de
melibiosa al complex binari Na*/MelB confereix més orientacié global de les hélixs o
transmembrana. En canvi no sembla produir-se el mateix efecte pel H'/MelB. S’ha
de tenir en compte, que els angles d’orientacio obtinguts per a cada condicio de
substrat, depenen de la combinacié d’orientacions de les dues bandes d’hélixs a.
Per tant, tot i presentar angles d’orientacié similars com és el cas de H'/MelB i

H*/mel/MelB, poden ser deguts a orientacions individuals diferents de cada una de

118



Resultats i Discussio

les bandes que composen els segments transmembrana, perdo que en suma donen
una orientacio global és similar.

Les dades sobre I'orientacié de les estructures no bescanviades en la zona de
'amida A mostren més variabilitat entre si i comparat amb els parametres d’ordre
corregits de I'amida | (P1), perque probablement aquestes dades depenen de dos
processos, el bescanvi H/D i l'orientacié. En el cas del complex ternari H'/mel/MelB
existeix una diferencia més gran entre els angles obtinguts per 'amida A i I'amida | i
I’, i aixo voldria dir que la correccio del 50% d’helixs a transmembrana no és el valor
més correcte quan la proteina esta incubada amb melibiosa i H*. Una possible
explicacid és que l'angle obtingut per I'amida A reflecteixi almenys una altre
estructura secundaria a meés de les helixs a transmembrana o també potser que en
aguest cas existeixi meés variacio en 'amida A degut als dos processos que I'afecten.
Aquesta observacié reforcaria els resultats de la cinetica de bescanvi H/D on el
complex ternari H'/mel/MelB és I'estat on existeixen més canvis a nivell d’estructura
lamina B i d’estructura hélix o (vegeu figures 4.10 i 4.11). Es una idea temptadora
imaginar-se que la unié del sucre i el proté a la MelB, comporta canvis a nivell dels
llagos 4-5 i 10-11 predits com d’estructura lamina f i d’algunes helixs o, de manera
que canvia l'orientacid global de les helices de la proteina. EI complex terciari
Na‘/mel/MelB presenta el mateix angle de les estructures resistents al bescanvi H/D
que el complex terciari H*/mel/MelB, indicant que I'orientacié d’aquestes és el mateix
en ambdos estats. Tot i aixi, no existeixen diferéncies entre I'angle que fa referencia
a l'estructura secundaria i el de les estructures no bescanviades, cosa que lligaria
amb el fet que aquest estat no presenta diferéncies de bescanvi a nivell hélixs o i si
en presenta per en un grau menor que el complex Na*/mel/MelB (vegeu figures 4.10
I 4.11). Aixo explicaria perqué la correccio del pg del 50% és valida per aquest
complex terciari.

Per tal de discernir més sobre quines son les estructures de la MelB que
mostren orientacié en diferents condicions de substrats, es va representar el valor de
pg de cada complex de la MelB, en funcié del nimero d’'ona de la banda d’amida |.
L’analisi es va centrar en la regi6 de 1670 a 1650 cm™, ja que és en aquesta regi6 on
s’han assignat dos tipus d’hélixs o transmembrana per a la MelB (capitol 4.3). Per tal

d’entendre com depén el valor del parametre d’ordre pg del nimero d'ona, es varen
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simular tres situacions d’orientacio simple (figura 4.28). a) Si només tinguéssim una
sola estructura orientada, observariem un valor constant del parametre d’ordre
(figura 4.28A); b) Si a més de tenir una sola estructura orientada, tinguéssim altres
estructures no orientades, s’observara un maxim de pg en el nimero d'ona on la
contribucié de l'estructura orientada és maxima respecte la resta d’estructures,
donant un valor subestimat de I'estructura orientada (Figura 4.28B); c) Si tenim dues

estructures amb orientacié i d'altres sense orientacid, es formaran dos maxims

4
A ---- orientada 1 paral-lela
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Figura 4.28. Model de representacio del parametre d’ordre pg en funcié del nombre de
bandes orientades en I'espectre de polaritzacio 1li L. (A) Quan solament existeix una sola
estructura orientada polaritzada a paral-lelament i perpendicularment . (B) Una estructura
orientada més una no orientada, i la suma de les dues (total) polaritzades Il i L. (C) Dues
estructures orientades i una de no orientada i la suma de les tres polaritzades Il i L. Les
bandes sintéetiques s’han creat segons els parametres d’una banda gaussiana.
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corresponents a cada orientacio, units per una linia que variara suaument d’un
maxim a laltre, amb un minim que reflexara on hi ha menys orientacié (figura
4.28C). Cal tenir present, que l'analisi d’aquesta figura ens dona basicament
informacié qualitativa de la diferent orientacio de bandes.

La figura 4.29 ens mostra els resultats de pp obtinguts del espectres de
dicroisme desconvulats, dels quatre complexes de la MelB en tampo amb H,O.

Existeixen dos maxims i un

minim  pels complexes
Na‘/MelB, Na‘/mel/MelB i
H'/mel/MelB. En cas del
complex binari H'/MelB, el

Q
o) v segon maxim, tot i existent,

02t no és tant evident. Els dos

0.6 |-

04 |-

maxims estan situats entre
00 - . - . - . - 1664,5-1663,0 cm™ i entre

1670 1665 1660 1655 1650

Numero d'ona (cm-1) 1655,5-1652.0 cm? en les

quatre condicions de
Figura 4.29. Representacié grafica del parametre

d’ordre pg en funcié del nimero d’ona a la regi61670- Ssubstrats, essent un de
1650 cm? de la MelB en diferents condicions de major i l'altre de menor
substrats.

orientacid, respectivament.

Aquesta observacio indica clarament I'existéncia de dos tipus d'orientacié d’hélixs
transmembrana, i déna suport a les evidéncies anteriorment descrites sobre
I'existéncia de dos tipus d’helixs o que a més es modifiquen per l'addicié de
substrats. Encara més, en el treball de Hacksell et al. (2002) en que s’estudien
cristalls bidimensionals de la MelB per difraccié de raigs-X, també troben indicis
sobre I'existéncia de dos grups d’orientacid dels segments transmembrana a més
dels situats de forma perpendicular al pla de la membrana. Aquest grup
d’orientacions diferents podrien contribuir a I'obtencié de les dues bandes d’infraroig.
D’acord amb la fig. 4.29, el maxim de la primera banda dona diferents
orientacions depenent de les condicions de substrats, de manera que la pg és de
0.57, 0.36, 0.58 i 0.43 pels substrats H*, Na’, H'/melibiosa i Na‘/melibiosa,

respectivament. Per tant, podem dir que la banda situada al voltant de 1662 cm™
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assignada a estructura a-hélix és I'estructura meés orientada de totes que presenta
modulacié de l'orientacié per I'efecte dels substrats. Si comparem en diferents
condicions de substrats, ens trobem que la unié del Na* sol a la MelB disminueix
I'orientacié d’aquesta banda, i que l'addicié6 posterior de melibiosa l'incrementa.
Quan la proteina esta en preséncia de H* aquesta banda esta més orientada que en
presencia de catio sodi, i 'addicié de melibiosa lI'incrementa poc.

La segona banda situada a 1652 cm™ mostra menys orientacié que la primera,
encara que podria ser degut a una major influencia de bandes d’estructures no
orientades. L’orientacié d’aquesta segona banda també depén de la unié de
substrats amb un patr6 molt diferent de la banda a 1662 cm™ tal que pg és 0.30, 0.27,
0.42 i 0.22 pel substrats H*, Na*, H'/melibiosa i Na*/melibiosa, respectivament. En
aquest cas, la incubacié amb Na" o H* presenta una orientacié molt similar, pero a
diferéncia del qué passava amb la banda a 1662 cm™, I'addici6 de melibiosa al
complex H*/MelB resulta en un augment considerable de I'orientacié, mentre que
I'addicié de sucre al complex Na*/MelB la disminueix. Finalment també s’observa un
minim situat entre 1658 i 1656 cm™, representant una contribucié més elevada
d’estructures no orientades respecte a les orientades en aquest interval. Per la
posicié del minim de les estructures no orientades en H,O, es podrien assignar a

estructures no ordenades (Goormaghtigh et al., 1994)

4. 6. 4. Efecte dels substrats en I'estructura secundaria de la MelB, en el
bescanvi H/D i en el angle de les components estructurals orientades

Segons les dades dels angles de la taula 4.1V dels parametres d’ordre de la
MelB, sembla ser que només els segments transmembrana mostren orientacio, o
més orientacio que la resta d’estructures. Per tal de comprovar-ho i assegurar-nos
que la banda a 1654 cm™ no és deguda principalment a estructura no ordenada,
utilitzarem I'espectre dicroic el qual ens permet una identificaci6 més clara de les
bandes orientades, ja que les no orientades no contribueixen a I'espectre. Aixi, la
desconvolucido de l'espectre dicroic de la MelB ens donara la posicié de les
components de 'amida | que estan orientades. La figura 4.30A mostra I'espectre de
dicroisme de la MelB en H,O sense incubacio de substrats (per tant, en presencia de

H") desconvulat. L’amida | presenta un maxim principal situat a 1661.8 i una espatlla
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a 1654.0 cm™ corresponents a hélixs o i altres pics menys intensos a 1682.6, 1673.7
assignades a girs reversos i a 1643.7 cm™ representant hélixs 310, llacos oberts, o

fins i tot, hélixs o amb ponts

d’hidrogen forts (capitol 4.3).
L’amida Il mostra només una
banda principal a 1544.7 cm™

representant una contribucio

1682.6
-1673.7

principalment deguda a

2

estructures helixs o i una altra

Absorbancia relativa

banda a 1516.0 cm™ deguda a

les tirosines situades als : /f—— : : —

T 74 T T T
1850 1800 1700 1650 1600 1550 1500

segments transmembrana B
(Goormaghtigh et al.,, 1994).

També es pot observar com la

regidé que uneix I'amida | amb
I'amida Il (de 1635 a 1560 cm™)

no presenta cap banda, reflectint

Absorbancia relativa

la inexistencia d’altres
1543.8-

estructures i aminoacids

N B2 L I L I L I L I
1850 1800 {7100 1650 1600 1550 1500

orientats, caracteristics Namero d'ona (cm-1)

d’aquesta regio. L’existencia de
Figura 4.30. Espectres dicroics desconvulats de

dos tipus d'helixs o trobades la I\{IeIB sense substrats amb una FWHH de 14
: cm™ i una k de 2.6. (A) en tamp6é amb H,O.
anteriorment  per  FTIR  de Requadre, espectre de l'amida | de la MelB
transmissi6 queda altre cop desconvulat amb una FWHH de 14 cm™ i una k
o de 2.2 i amb les bandes ajustades. (B) MelB en

reforcada en I'espectre dicroic. tamp6 amb D,O. Requadre, amida | de la MelB
La segona banda a 1654.0 cmt desconvulada amb els mateixos parametres que

el requadre de A i amb les bandes ajustades.
no pot ser deguda a la

component petita de la banda a

1661.8 cm™, ja que les dues bandes mostren intensitats positives. La resta de
bandes orientades menys intenses i situades a 1682.6, 1673.7 i 1643.7 cm™ no
poden ser degudes a estructura lamina B orientada, ja que no hi ha senyal d’aquesta

ni a I'amida A ni a I'amida Il. Encara més, la regié d’absorcio tipica de I'estructura
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lamina p de 1640 a 1620 cm™, no mostra cap banda. Aixi doncs, aquestes bandes
podrien ser degudes a regions dels llagcos corresponents als primers aminoacids que
s’uneixen als segment transmembrana (probablement els orientats) els quals poden
adoptar estructura de girs reversos (Fabian et al.,, 1992; Arrondo et al., 1993;
Jackson and Mantsch, 1995).

La figura 4.30B mostra I'espectre de dicroisme desconvulat de la MelB en les
mateixes condicions que a la figura 4.30A, pero després d’estar sotmesa a una
atmosfera saturada de vapor de D,O durant 900 minuts. En aquest cas, s'observen
tres bandes principals a la regié amida I' (superposada amb I'amida I) situades a
1661.9, 1652.6 i 1641.3 cm™ i dos bandes menys intenses a 1682.6 i 1673.1 cm™. A
I'amida Il hi apareix una banda principal a 1543.8 cm™, amb una forma molt similar a
'amida Il en H,O tot i que amb menys intensitat. En aquest cas, I'amida I' s’ha
d’interpretar com la superposici6 de bandes orientades bescanviades i i no
bescanviades. Aixi doncs, la banda a 1662 cm™ de 'amida I’ consta principalment de
les estructures provinents de la banda a 1662 cm™ de l'amida | que no es
bescanvien. La banda a 1654 cm™ de I'amida I' conté part de I'estructura que es
bescanvia de la banda a 1662 cm™ i de I'estructura que no es bescanvia de la banda
a 1654 cm™ de I'amida I. La banda a 1641 cm™ de I'amida I’ consta principalment de
I'estructura bescanviable de la banda a 1654 cm-1 i de l'estructura que no es
bescanvia a 1644 cm™ de I'amida I. D’aquesta manera i quantificant les bandes
orientades de la MelB abans de bescanviar (figura 4.30A) i les de després de
bescanviar (figura 4.30B) podem estimar el nivell de bescanvi de les diferents
estructures orientades.

Per tal de quantificar aquestes bandes es va procedir a I'ajustament de bandes
del complex binari H'/MelB abans i després del bescanvi H/D (Requadres de les
figures 4.30A i 4.30B). De les dades obtingudes de la MelB en H,O, es va obtenir la
posicié, 'amplada i la relacié d’area de les bandes a 1662 i 1654 cm™ (Taula 4.V);
Essencialment, estem interessats en el bescanvi H/D de les bandes helixs o perqué
la resta s6n menys intenses i dificils d’'interpretar. Aixi, comparant aquestes dades
amb les dades de la MelB en D,0, es pot deduir el nivell de bescanvi de les bandes
a 1662 i 1654 cm™. La banda a 1662 cm™ presenta una resisténcia al bescanvi H/D

del 75%, i la banda a 1654 cm™ un 65% de resisténcia.
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Taula 4.V. Posicid de les intensitats de les dues bandes helixs @i el seu bescanyi H/D
de la MelB en diferents condicions de substrats.

Condicions de H* Ma* Htmelibiosa Ma*nelibiosa
substrats

Posicio 1 (cml) 1662.3 1aal.7 laa2d 5 laa3.1

0:p Estructura 25 15 30 a0

hesc anviada
Posicio 2 ey 16553 16538 1654 2 16557

05 Estructura 35 a0 15 20

hesc anviada

AP A, 0.7 1.5 23 0.9

L'ajust de bandes dels espectres dicroics desconvulats abans i després del
bescanvi H/D, també es va aplicar per a la MelB en diferents condicions de substrats
(Taula 4.V). Tal com indicava la dependencia del parametre d’ordre del numero
d'ona (figura 4.29), existeixen canvis per l'efecte de la uni6 de substrats,
concretament, en la posicio i area de les bandes, sobretot per la banda situada a
1654 cm™. A més, també varia la proporcié d’'arees (Ai/A;) de les dues bandes
assignades a estructures helixs a transmembrana. L’efecte dels substrats en el nivell
de bescanvi H/D de les helixs o orientades presenta un patr0 depenent de la
presencia de cati6 o de sucre, de manera que la incubaci6 amb sucre
independentment de quin sigui el catié unit, mostra la segona banda a 1654 cm™
més resistent al bescanvi H/D que la banda a 1662 cm™, efecte totalment contrari
quan la MelB esta incubada amb H* o Na* solament. Per tant, la uni6é de melibiosa té
com a conseqiiéncia 'augment de proteccié de la banda a 1654 cm™ envers el
bescanvi H/D, al mateix temps que desprotegeix la banda a 1662 cm™. Aquest ultima
observacié torna a corroborar I'existencia de dues helixs o que es modifiquen de
forma diferent en preséncia o0 no de sucre. La suma total de les estructures
bescanviades i orientades de les bandes a 1662 i 1654 cm™ ens diu que els estats
Na*/MelB i H'/mel/MelB so6n els més resistents al bescanvi, el Na*/mel/MelB esta en
una posicio intermédia i el H/MelB és el que més es bescanvia. Comparant amb les

dades obtingudes de les cinétiques de bescanvi H/D de la MelB en diferents
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condicions de substrats, els resultats son coherents excepte pel complex Na‘/MelB
(capitol 4.4). Una possible explicacié d’aguesta aparent discrepancia, seria que ara
estem mesurant 'estructura resistent al bescanvi que esta orientada i per tant, no
estem comptabilitzant I'area corresponent a I'estructura no orientada.

Les dades de la Taula 4.V referents a la relacio de les arees de les bandes a
1662 i 1654 cm™ (A1/A,) ens déna informacié sobre la proporcié de cada hélix
orientada en diferents condicions de substrats. Es dificil discriminar quina és la
causa de l'augment o disminuci6 de la ra6 de les dues bandes. Es a dir, quan la
relacio A;/A, augmenta, pot ser deguda a dues raons: a) que la quantitat d’estructura
de la banda a 1662 cm™ (A;) augmenti respecte a la de 1654 cm™ (A,), b) que
augmenti l'orientacié de l'estructura (és a dir, que l'angle vers la normal de la
membrana disminueix) de la banda a 1662 cm™ respecte a la de 1654 cm™ 0 a una
combinacio dels dos efectes. Molt probablement, el que realment succeeix és una
combinacio dels dos factors.

Aixi, a partir de les relacions Ai/A; de la Taula 4.V, tenim que el complex binari
H*/MelB té una banda a 1654 cm™ més important que la banda a 1662 cm™ i la
addicié posterior de melibiosa fa incrementar notablement la proporcio de la banda a
1662 respecte a la de 1654 cm™. Per altre banda, I'addici6 de Na* resulta en un
augment significatiu de la banda a 1662 respecte a la de 1654 cm™, pero I'addicié de
melibiosa reverteix aquest efecte. Aquest patr6 de comportament en presencia del
catié Na*, recorda al patr6 de canvi de les dues bandes d’hélixs o analitzat per FTIR
de transmissié en qué I'addicié de Na* comporta 'augment de l'intensitat de la banda
a 1660 cm™ alhora d'una disminucié de la banda a 1653 cm™. Una possible
explicacio d’aquesta correspondencia de comportament entre els resultats obtinguts
per FTIR i els obtinguts per polaritzacié mitjancant ATR, és que el canvis produits en
I'estructura de les heélixs o globals (orientades i no orientades) en preséncia de Na*
sén deguts en gran part als canvis en l'orientacié d'aquestes. De fet, tant per
espectroscopia de fluorescencia (Mus-Veteau et al., 1995), com per FTIR de
transmissid (capitol 4.3) es descriuen canvis conformacionals de les hélixs o més
grans en preséencia de sodi que de proto, encara que a nivell de bescanvi H/D global,

aguest efecte no sigui manifest (capitol 4.4).
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4. 6. 5. Espectres de dicroisme del mutant R141C

De la mateixa manera que per I'estudi del bescanvi H/D, també es va estudiar
I'orientacié del mutant R141C. Es van restar els espectres de films de mutant amb
llum polaritzada paral-lelament dels de llum polaritzada perpendicularment, perd en
aguest cas es va ajustar el factor de subtraccié per a cada experiment individualment
fins a obtenir una amida | positiva i una amida Il negativa, i una linia base plana (en
la regio de 1800-1950 i en la regio entre I'amida | i 'amida Il). La figura 4.31A ens

mostra els espectres de

dicroisme del mutant R141C
en HO i en D.0,
desconvulats, utilitzant els
mateixos parametres que per
la MelB salvatge. Podem

observar com la diferéncia

Absorbancia (unitats arbitraries)

entre els espectres obtinguts

T T T T T T T
1800 1700 1600 1500

en aigua i en deuteri
(corresponents a les
estructures orientades) és
menor que per la MelB

salvatge. L’espectre dicroic

desconvulat en D,O ens

Absorbancia (unitats arbitraries)

mostra un augment de les

T T T T T

bandes de la regi6 a 1640- 1700 1650 . 1600
1 Numero d'ona (cm™)

1620 cm™ comparat amb Figura 4.31. (A) Espectres de dicroisme d’'un film

. .z -1

Iespectre en H,O, indicant la prim del mutant R141C a la regio 1850-145_0 cm

P 2 en tamp6é amb H,O (negre) i amb D,O (gris). (B)

presencia de bescanvi de les Intensitats de I'amida | de I'espectre de dicroisme

de A. La segona derivada de Iespectre de

estructures orientades i un dicroisme es presenta en blau.

desplacament d'uns 10 cm™

cap a valors menors del nimero d'ona (Goormaghtigh et al.,, 1999). L'amida Il
orientada en D,O no presenta una gran diferencia d’area comparada amb I'obtinguda
en H,O. En canvi, els espectres d’'absorcié en D,O obtinguts sense polaritzacié en
'amida Il mostren diferencies importants (figura 4.18). Segons aquest resultat,
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podriem dir que el bescanvi H/D de l'estructura del mutant, es deu principalment a
I'estructura no orientada: I'estructura que esta orientada es bescanvia molt poc.
L’amida | també ens indica el mateix ja que el maxim de la banda principal a-helix
només sofreix una disminucié de la intensitat no suficient per a desplacar el maxim
de la banda a nimeros d’ona més baixos.

La figura 4.31B presenta la banda amida | en H,O del mutant R141C amb un
maxim molt intens situat a 1662 cm™ i un altre de molt menys intens al voltant de
1651 cm™ corresponent a estructures hélixs o. Comparant amb I'espectre d’absorci6
desconvulat sense polaritzacio (figura 4.16), s’observa una gran diferéncia entre
aquestes dues bandes corresponents a hélix a. La causa d’aquesta diferencia
d’intensitats és deguda a una pérdua d'orientacié (augmenta l'angle respecte la
normal de la membrana) del total d’aquesta estructura a 1651 cm™. Les altres tres
bandes situades a 1686.8, 1678.8 i 1642.4 cm™, s6n molt menys intenses. En
aguesta figura també es mostra la segona derivada, que ajuda a determinar els

maxims de |'espectre desconvulat (corresponents als minims de la segona derivada).

4. 6. 5. 1. Comparacio dels espectres de dicroisme del mutant R141C i la
MelB salvatge

La figura 4.32, representa els espectres de dicroisme dels complexes H*/MelB i
H'/R141C desconvulats pel métode de desconvolucié de maxima entropia (vegeu
materials i metodes). Els espectres d’absorcio del mutant R141C amb llum
polaritzada paral-lelament i perpendicularment tenen una relacié senyal soroll no tant
bona com la de la MelB salvatge, i com a consequéncia I'autodesconvolucié de
Fourier déna més soroll. Per a solucionar el problema del soroll es va desconvular
pel métode de desconvolucié de maxima entropia, el qual minimitza en gran mesura
el grau de soroll de I'espectre sense deixar d’aprimar les bandes (Lorenz, 2003) en
comparacié amb la desconvolucié de Fourier. Per tal de comparar amb la MelB
salvatge, també es va desconvular I'espectre de dicroisme de la MelB salvatge
sense substrats (H'/MelB) pel mateix métode (figura 4.32). Existeixen diferéncies
importants a nivell d'amida | i amida Il. La banda amida | de la MelB salvatge
presenta un component principal a 1662 cm™ i una espatlla a 1653 cm™. En canvi, el

mutant t¢ una component molt important a 1662 cm™ i una altre molt menys
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important a 1651 cm™. L’area de I'estructura orientada de I'amida Il és més gran per
la MelB salvatge, és a dir, t¢ més quantitat d’estructura orientada o una guantitat

similar d’'estructura

orientada que posseeix
un grau d'orientacio
superior que el mutant
R141C. En la resta de
bandes també

existeixen diferencies

tot i que so6n menys

Absorbancia (unitats arbitraries)

importants. La mutacié

~ Ne—— en la posicié6 141 del

1700 1680 1660 1640 1620 1600 ||ag 4-5 podria resultar

NUmero d'ona (cm™)

en una major mobilitat

Figura 4.32. Comparaci6 dels espectres de dicroisme de daguest llag 1 daltres

la banda amida | de la MelB salvatge (negre) i del mutant que interaccionen amb
R141C (gris).
ell de manera que
podria canviar l'orientacié d'estructures com els girs reversos i heélixs 3io,
corresponents a les tres bandes de I'amida | a 1688, 1678 i 1641 cm™. Aquest
conjunt de resultats seria coherent amb el fet que la mutacié produeixi un canvi en
'orientacid d'un grup dhélixs o o bé provoqui una desordenacié d’algunes
d’aquestes que abans estaven orientades. Aquests resultats, reafirmen la
importancia del lla¢g 4-5 pel funcionament i establiment correcte de la proteina en la
membrana (Abdel Dayem et al., 2003).

Els espectres de dicroisme del mutant R141C en diferents condicions de
substrats mostren canvis en les intensitats de les dues bandes a 1662 i 1651 cm™
degut a la unié de substrats (dades no mostrades). Encara que, segueix sent present
una banda molt intensa a 1662 i una de molt menys intensa al voltants de 1651 cm™.
De totes maneres, no es pot realitzar un analisi acurat d’aquests canvis produits per
la uni6é de substrats, ja que estem treballant amb films prims de mutant R141C, i per
tant l'aplicaci6 de correccions vertaderes i la posterior interpretacié es fa dificil

(Axelsen and Citra, 1997; Goormaghtigh et al., 1999).
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5. Discussio general

L'objectiu d’aquest treball ha estat essencialment, conéixer la dinamica
estructural del transportador MelB pertanyent a la familia dels transportadors
sodi/solut. La MelB co-transporta melibiosa i Na* aprofitant el gradient de Na*. Donat
que la purificacié i cristallitzacid d’aquests transportadors de membrana és
dificultosa, la seva estructura és en general poc coneguda. La MelB pero, és una de
les poques proteines d’aquesta familia que s’han pogut purificar i reconstituir en
estat actiu i en quantitats suficients per al seu estudi estructural (Pourcher et al.,
1995). Aixi, en absencia de la seva estructura tridimensional, la técnica actualment
més idonia que ens permet estudiar la dinamica de I'estructura de proteines grans i
de membrana, és I'espectroscopia FTIR (Cladera et al., 1992; Fabian et al., 1992;
Goormaghtigh et al., 1994; le Coutre et al., 1998; Goormaghtigh et al., 1999; Patzlaff
et al., 2000). Val a dir, que tot i que existis I'estructura tridimensional de la MelB, la
utilitzacié de tecniques espectroscopiques segueix essent important per estudiar la
relacio entre I'estructura i la funcio de les proteines, ja que en estat cristal-litzat, la
proteina estd mancada de moviment i per tant no podem obtenir informacio

dinamica.

5. 1. Equivalencies estructurals i funcionals de la MelB en relaci6 amb
altres transportadors

Els espectres obtinguts de la MelB reconstituida i la solubilitzada per FTIR de
transmissid, exhibeixen un patrd d'estructura secundaria, dominat principalment per
I'estructura helix a. Aixo es reflexa per la preséncia de maxims situats a 1657 (amida
) i a 1545 cm™ (amida Il) de I'espectre d'absorcié de proteoliposomes de MelB en
tamp6 amb H,0, i a 1654 (amida I) i 1544 cm™ (amida Il) després del bescanvi H/D
(Goormaghtigh et al., 1994; Cabiaux et al., 1997). Aquest resultat estaria d’acord
amb un contingut elevat d’helix o de la MelB, coherent amb una organitzacié en
dotze segments transmembrana. Aquesta seria una situacio similar a la de molts
transportadors integrals de membrana amb segments transmembrana, que
posseeixen un alt contingut d’estructura helix o (Chin et al., 1986; Arkin et al., 1996;
Le Coutre et al., 1997; Patzlaff et al., 1998; le Coutre et al., 2002). Tot i aixi, també

existeixen algunes proteines que organitzen els seus dominis transmembrana en
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estructura lamina-B, pero pertanyen a una altra familia de proteines, com les
proteines de la membrana externa de les bactéries (Cowan et al., 1992; Schirmer et
al., 1995; Lambert et al., 1999). La quantificacié de l'estructura secundaria de la
MelB doéna un 50% aproximat d’hélixs a, quantitat suficient per a formar els dotze
segments transmembrana proposats pel model topologic de Poucher et al. (1996).
D’altres proteines integrals de membrana com l'aquaporina-1 (Cabiaux et al., 1997),
el canal de K de Streptomyces lividans (le Coutre er al., 1998) també presenten un
50% d’hélix o.. Aquest resultat contrasta amb la quantificacié del 65% helixs o que
conté el transportador de lactosa d’Escherichia coli (Patzlaff et al., 1998), ja que el
seu model topologic tot i constar també de 12 segments transmembrana, conté els
llacos citoplasmatics més petits comparat amb la MelB. Per altre banda, el
transportador Na‘/galactosa mostra un 43% d’estructura hélix o (le Coutre et al.,
2002)

Els nostres resultats mostren la preséncia de dues bandes intenses a la regio
1660-1651 cm™ de la MelB, tant en H,O com en D,0O, indicant I'existéncia de dos
tipus d’hélixs a. Tres metodes diferents d’aprimament de bandes (desconvolucié de
Fourier, derivacié de Fourier i restauracio de la probabilitat maxima) dels espectres
d’absorcié de la MelB reconstituida en lipids d’E.coli i solubilitzada en DM, confirmen
la preséncia d’aquestes dues bandes en l'interval de 1660-1651 cm™. Aixi mateix, els
espectres de dicroisme d’infraroig també mostren I'existéncia de dues bandes a
1662 i 1654 cm™ corresponents a hélixs o orientades. En canvi, quan la MelB no és
funcional (solubilitzada en TX-100 o desnaturalitzada per increment de temperatura)
aguestes dues bandes esdevenen una de sola, amb el maxim desplacat cap a valors
menors del nimero d’ona. La possibilitat que aguestes dues bandes es deguin a la
presencia de proteina activa i inactiva, es veu descartada per I'existéncia de canvis a
nivell d'ambdues bandes per la uni6 de substrats. Molt possiblement doncs, la
presencia de dos tipus d’helixs o és deguda a l'existencia de dos tipus de
conformacions diferents.

Fins ara, no s’han observat dues bandes d’hélixs o en d’altres transportadors
de membrana (Alvarez et al., 1987; le Coutre et al., 1997; Arkin et al., 1996; le
Coutre et al., 2002), encara que si s’ha observat en d’altres proteines de membrana
com la bacteriorodopsina (Krimm and Dwivedi; 1982; Cladera et al., 1992; Torres et
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al., 1995) i la fosfolipasa A, de secreci6 (Tatulian et al., 1997). Tot i aixi, el fet que no
s’hagin observat dues bandes clares en aquests altres transportadors de membrana,
pot ser degut a qué aquestes estiguin massa superposades i per tant, no es puguin
observar si la desconvolucioé no té un factor d’'aprimament molt alt. En el cas de la
MelB aquestes bandes estan suficientment separades per observar-se, cosa que vol
dir que les dues bandes tenen caracteristiques propies prou diferents I'una de l'altre.
Aix0 suggereix que, encara que la MelB és un transportador de membrana amb
moltes homologies de sequencia, estructura, i funcié amb d'altres transportadors de
membrana de la seva familia i d’altres families (Saier, 2000), conté dos tipus d’helixs
a diferents possiblement importants per la seva funcid. Les causes de I'existencia de
dos tipus d’hélixs o s6n encara merament especulatives, perdo hom es veu temptat a
especular que les diferéncies estructurals es deuen a la funcié o als substrats que
transporten. Cal tenir en compte, que aquesta caracteristica funcional és Unica de la
MelB respecte d'altres transportadors de membrana. A més, la MelB ocupa una
posicié intermédia dins I'evoluci6 dels transportadors de membrana que passaren de
co-transportar amb el protd a fer-ho amb el sodi, els quals representarien els
transportadors més evolucionats (Reizer et al., 1994), cosa que justificaria
I'existencia de diferéncies respecte dels transportadors catié/solut. Totes aquestes
observacions indiquen que la MelB té una estructura arquetipus, la qual és molt
interessant d'estudiar per aprofundir en el coneixement de [I'evolucido dels
transportadors i de la dependencia de la interaccio substrats-estructura.

Diversos estudis d’espectroscopia de fluorescéncia, proteolisi i mutagénesis
dirigida de la MelB (Mus-Veteau et al., 1996; Gwizdek et al., 1997; Maehrel et al.,
1998; Cordat et al., 1998), indiquen que la unié de melibiosa i/o sodi a la proteina
indueixen canvis conformacionals cooperatius. L'obtencié de canvis en les dues
bandes d’helixs a dels espectres d’absorcié de la MelB deguts a la unio de substrats,
indiqguen que aquests no només es produeixen a nivell local del triptofans de la
proteina, sind a nivell d’estructura secundaria. Encara més, els mateixos estudis de
fluorescencia intrinseca i de FRET troben que aquests canvis es podrien produir a
nivell de les hélixs que delimiten el lloc d'unié del sucre que també interacciona
cooperativament amb el lloc d’unié del catié (Mus-Veteau et al., 1995; Cordat et al.,

1998; Maehrel et al., 1998). Chin et al. (1987), també van trobar canvis en les hélixs
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o deguts a la interaccio de glucosa amb el transportador de glucosa d’eritrocit huma,
aixi com també es van trobar pel transportador de Na'/galactosa de Vibrio
parahaemolyticus (le Coutre et al., 2002). En canvi, no s’han descrit canvis deguts a
la uni6 de substrats pel transportador de lactosa (le Coutre et al., 1997).

Hem obtingut dues estimacions del bescanvi H/D global de la MelB a les 48
hores. Una, sense corregir la contribucié dels aminoacids, és del 80%. | la segona,
corregint la contribucié dels aminoacids, és del 60%. El valor del 80% és similar a
'obtingut per el transportador de glucosa d'eritrocit huma, encara que aquest
I'assoleix només en 1 hora (Alvarez et al., 1987). El transportador de lactosa
d’Escherichia coli és bescanvia un 95% (le Coutre et al., 1997); a més el 85% del
total de bescanvi es produeix durant els primers 15 minuts. Aixi, tot i que la MelB és
més accessible que altres proteines de membrana com la bacteriorodopsina
(Downer et al., 1986), no és tant accessible com altres transportadors homolegs
seus. Presumiblement, en tots aquests casos com no s’ha corregit la contribucié de
les cadenes laterals, i per tant la comparacié directa és factible. S’ha especulat que
la possible raé d’aquest major bescanvi H/D de molts transportadors de membrana,
és que necessiten tenir una elevada flexibilitat per tal de poder translocar grans
sucres hidrofilics (Chin et al., 1986; Alvarez et al., 1987; le Coutre et al; 1997) o
perqué son porus o cavitats plens daigua (Tatulian et al., 1998). Com a
conseqgueéncia d'aquesta hipotesi cabria esperar que la MelB presentés una
accessibilitat similar, pero no és aixi. Podria ser que la major compactacio de la MelB
perd que en canvi permet el transport de moléecules voluminoses com la melibiosa,
es podria entendre a partir de I'existencia de dos tipus de components hélixs a.

En l'estimacié del bescanvi H/D després de corregir per la contribucié dels
aminoacids, hem obtingut un valor del 60%. La realitzacié o no de la correccio dels
aminoacids d’'una proteina, és sempre en ultima instancia un intent d’aproximacio al
valor més real. Si no corregim la contribuci6 de les cadenes laterals, estem
sobreestimant el nivell de bescanvi, per contra, si corregim la seva contribucio
possiblement estem subestimant el valor obtingut perque segurament no tots els
aminoacids que absorbeixen a la zona amida | i amida Il de l'infraroig es bescanvien.
Tot i aixi, la literatura ha demostrat que I'error comés per la no correccio de la

contribucié dels aminoacids és més gran que I'error comes per la seva subtraccio

133



Discussid general

(Rahmelow et al., 1998). Aix0 és aixi, perqué primerament la predisposicié intrinseca
de les cadenes laterals que absorbeixen a la regié amida | i amida Il a bescanviar-se
(donat el seu pka) és més gran i perqué el trencament dels seus ponts d’hidrogen no
impliquen una ruptura de l'estructura (Huvidt and Nielsen, 1966; Bai et al., 1993;
Englander et al., 1996).

5. 2. Caracteristiques de I'estructura terciaria de la MelB

L’estudi de l'accessibilitat de les proteines solubles mitjancant I'aplicacio de la
tecnica de bescanvi H/D a nivell de bescanvi global (amida Il) i de cada estructura
secundaria (amida I) déna informacio sobre les propietats dinamiques, I'accessibilitat
I 'estabilitat, de les seves estructures (de Jongh et al., 1997; de Jongh et al., 1997;
Goormaghtigh et al., 1999). Aixi doncs, cal esperar que l'aplicacié d’aquesta mateixa
tecnica sobre proteines de membrana com la MelB doni el mateix resultat. Encara
més, com que I'estudi de I'estructura secundaria de la MelB per FTIR mostra canvis
deguts a la unié de substrats, s’ha analitzat la cinética de bescanvi H/D sota
diferents condicions de substrats.

L’estudi demostra que existeixen canvis en l'accessibilitat global de la proteina
en diferents condicions de substrats. Encara més, els canvis de la MelB deguts a la
unio de substrats que s’observaven a nivell d’estructures hélixs a resulten en canvis
a nivell de I'accessibilitat de la proteina. Concretament, la comparacio dels nivells de
bescanvi H/D de la MelB en diferents condicions de substrats, suggereixen
fermament que l'addici6 de sucre redueix significativament l'accessibilitat de la
proteina al solvent. Aquest efecte es produeix principalment a causa d’'una reduccio i
enlentiment significatius de la component rapida d’hidrogens bescanviables obtinguts
per la transformada inversa de Laplace de les dades experimentals. Per tant, podem
deduir que la melibiosa actua protegint alguns aminoacids que abans eren total o
parcialment accessibles. Aquest augment de la compactabilitat de la MelB em
presencia de melibiosa és coherent amb el fet que la proteina purificada és molt més
estable en preséncia de melibiosa (Pourcher et al., 1995). En abséncia de sucre, no
existeixen diferencies a nivell de bescanvi H/D entre el complex H*/MelB i Na*/MelB,
tot i que si s’observen diferéncies en la distribucié de funcions. També s’observen

diferéncies en la intensitat de cada una de les bandes d’hélixs o a 1660 i 1653 cm™
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depenent de si la MelB esta unida al Na® o al H". Totes aquestes dades juntes
indicarien que I'addicié de Na* provoca canvis estructurals incrementant I'hélix o a
1660 cm™ en detriment de la de 1653 cm™ o0 a la inversa, perd que no resulten en un
canvi de l'accessibilitat global de la MelB. Aquests resultats només es poden
comparar amb els obtinguts pel transportador de Na'/galactosa de Vibrio
parahaemolyticus el qual també mostra canvis a nivell d’accessibilitat degut a la unio
de substrats (le Coutre et al., 2002). En aquest cas I'addicié d’ambdos substrats (Na*
i galactosa) també resulta en una disminucié de l'accessibilitat al voltant del 10%.
Per altre banda també s'observa una disminucié de l'accessibilitat del 5% en
preséncia del cati6 Na*, cosa que no succeeix per la MelB. Aquesta diferéncia de
comportament podria ser deguda al fet que la MelB sempre esta incubada amb un
catié co-transportador (que és el protd), i per tant, I'addicié de Na* només seria una
substitucio de cati6é que no donaria canvis en I'accessibilitat global.

L’'analisi de la cinética de bescanvi H/D de cada estructura secundaria
mitjancant les intensitats de I'amida | revela diferencies, les quals no es poden
apreciar estudiant la regié amida Il Unicament. En concret, les estructures lamina-f3
mostren cinetiques clarament diferents depenent del substrat addicionat, essent
I'addici6 de melibiosa (és a dir el complex H'/mel/MelB) I'estat menys accessible.
Aquest mateix complex ternari també presenta menys accessibilitat al medi aqués a
nivell d’estructures hélixs o més no ordenades. Cal tenir en compte, que en abséencia
de dades quantitatives sobre els canvis en I'estructura secundaria no podem saber
quin canvi a nivell de bescanvi H/D és el més gran, ja que el total d’estructura hélix o
més no ordenada és de més del 50%. Caldria realitzar un experiment en el qual
s’obtingués la MelB totalment accessible, sense haver perdut la seva conformacio,
per tal d’obtenir el valor maxim de bescanvi H/D de cada estructura secundaria. Es
van realitzar varis intents incrementant lentament la temperatura de la proteina pero
no es va arribar a l'estat desitjat. A més, uns estudis recents realitzats al nostre
laboratori indiquen que la temperatura de desnaturalitzacié de la MelB esta al voltant
dels 75 °C i en aquest valors apareixen diversos problemes practics a I'hora de
realitzar I'experiment. Sens dubte pero, la quantificacié del bescanvi maxim de cada
estructura secundaria suposaria poder determinar el nombre d’aminoacids implicats

en cada condicio.
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Tot i que I'error obtingut en I'analisi de 'amida | és més gran que I'obtingut per
I'amida Il, és suficientment petit com per observar canvis en diferents condicions de
substrats. La ra6 principal per aguest augment de I'error en I'analisi de I'amida | és
perqué en aquest cas mesurem diferencies d’intensitat en I'espectre i per tant es
produeix més error que al calcular I'area de I'amida Il. Segurament és per aquesta
raé que aquest tipus d’analisi només s’ha utilitzat anteriorment en un nombre limitat
de proteines solubles (de Jongh et al., 1997; de Jongh et al., 1997). Existeixen
d’altres metodes d’analisi del bescanvi H/D a nivell d’estructura secundaria ajustant
les bandes de la segona derivada de I'espectre d’absorcié (Dong et al., 2002).
Aquest tipus de métode presenta varis problemes alhora de quantificar; en primer
lloc, la posicié de la linia base és dificil de decidir, ja que s’ha de tenir en compte que
la segona derivada d’'una banda lorentziana déna lobuls negatius, els quals poden
estar subestimats. En segon lloc, la posicié d’'un maxim es veu afectat per la posicio
de laltre i es perd la independéncia banda a banda que s’aconsegueix amb la
desconvoluci6 de I'espectre d’absorcid. Aixi doncs, el métode d’estudi del bescanvi
H/D utilitzat en aquest treball representa una bona eina alhora d’estudiar la dinamica

de la proteina.

5. 2. 1. Ubicacié de l'estructura secundaria que intervé en els canvis
conformacionals

A falta d'informacio estructural directa de la MelB, la localitzacié dels dominis
lamina B que canvien de conformacié com a consequéncia de la unio de substrats
nomes pot ser especulativa. Les prediccions d’estructura secundaria i varis estudis
experimentals realitzats resulten en un model topologic del transportador MelB que
consisteix en 12 helixs transmembrana amb els segments C- i N-terminals a la cara
citoplasmatica de la membrana (Botfield and Wilson, 1989; Pourcher et al., 1990;
Botfield et al., 1992; Pourcher et al., 1996; Gwizdek et al., 1997). Dins d’aquesta
estructura, cal considerar els llacos 4-5 (connectant les helixs IV-V) i 10-11
(connectant les hélixs X-XI) ja que presenten varies caracteristiques molt importants
per linterés d'aquesta discussié (veure figura 1.5). En efecte, les prediccions
d’estructura secundaria indiquen que ambdds llagcos tenen una alta probabilitat

d’adoptar estructura lamina-p (tots dos llagos junts sén suficientment grans per donar
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la quantitat de dominis lamina-p que perden capacitat de bescanvi H/D en preséncia
de sucre) i per altre banda, s’ha demostrat que alguns residus d’aquests llacos tenen
un paper destacat en el mecanisme de transport. En concret, 'Arg 141 del llag 4-5 és
modificada especificament per un analeg fotoactivable de la melibiosa (Ambroise et
al., 2000), i si aquesta arginina és reemplacada per un residu neutre, s'inhibeix la
translocacié de substrats (Abdel Dayem et al., 2003). Algunes mutacions en el llac
10-11 també alteren el transport de sucre, com la neutralitzacioé del residu Glu365
que inhibeix el transport de melibiosa (Ding and Wilson, 2000). Un altre estudi més
antic de Botfield and Wilson, (1989), ja identificava varies mutacions puntuals del llag
10-11 que alteren la funcié de transport de la MelB. Encara més, un analisi
comparatiu de la sequéncia d’aminoacids dels llagos 4-5 i 10-11 de la MelB d’E.coli,
amb les sequéncies homologues d’altres transportadors de sucre bacterians ens
revela que hi ha una serie d’aminoacids molt conservats. En la figura 5.1A trobem
que la seqiiéncia (P/G)**2-(X),-(T/S)-X-(DIN/S)-(X2)-E-R** del lla¢ 4-5 es conserva
en quasi bé tots els transportadors. Un treball de Poolman et al. (1996) va trobar que
la sequéncia (D***-(X),-(E/D)-Y-(G/A)-E-(X)s-R3**) es conservava en tots aquest
transportadors homolegs (figura 5.1).

Un altre fet que realca la importancia d’aquest llagcos i la seva possible
interaccié perque es produeixi la funcié de transport, és que independentment de si
la MelB té un lloc d'uni6 comu o dos de separats per als co-substrats, hi ha indicis
que aquest dos llagos estan molt a prop I'un de I'altre (Cordat et al., 2000; Ding et al.,
2000). A partir d'aquestes consideracions, é€s licit plantejar-se la hipotesi que
aquests dos llagos contenint estructura  siguin mobils i puguin interaccionar entre
ells, de manera que en el mecanisme del transport s’orientarien envers l'interior de
la proteina, entre les helixs a transmembrana un cop s’hi unis el sucre en algun lloc
entre les helixs IV i XI (Mus-Veteau and Leblanc, 1996; Cordat et al., 1998; Ding and
Wilson, 2000). De fet, el moviment d’aquest llacos podria ser un element essencial
en el procés de transport, amb la interacci6 amb la molécula de melibiosa i la
canalitzacio d’aquesta cap a una zona de la proteina en qué I'espai entre les helixs

tingués caracteristiques hidrofiliques.
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Figura 5.1. Comparacié de les seqliéncies d’aminoacids corresponents als bucles IV - V
(A) i X - XI (B) de la permeasa de melibiosa d’E. Coli, amb les corresponents a proteines
homologues: permeasa de melibiosa de Salmonella typhimurium (melb_salty), Klebsiella
pneumoniae (melb_klepn) i Enterobacter aerogenes (melb_entae); permeasa de lactosa
de Staphylococcus xylosus (lacp_staxy), Lactobacillus delbrueckii (lacy_lacde),
Leuconostoc lactis (lacy_leula) i Streptococcus thermophilus (lacy_strtr); YAGG d’E. coli
(yagg_ecoli), transportador de xylosa de Lactobacillus pentosus (xylp_lacpe), permeasa
de rafinosa de Pediococcus pentosaceus (rafp_pedpe), YICJ d'E. coli (yicj_ecoli),
transportador de glucitol de Bacillus subtilis (guta_bacsu), simporters d’E. coli (yihp_ecaoli),
(yiho_ecoli) i Bacillus subtilis (yjmb_bacsu), transportador de glucuronide d’E. coli
(uidb_ecoli) i la proteina 29.9 kDa (ycr3_erwhe). La numeracid segueix la seqiiéncia

d’aminoacids de la permeasa de melibiosa d’'E. coli.
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L’'observacio que el sucre de la MelB protegeix el lla¢ 4-5 de forma cooperativa
de la proteolisi o que el llagc 10-11 és particularment resistent als talls proteolitics
(Gwizdek et al., 1997) és consistent amb aquesta hipotesi. Per altra banda, la
possibilitat de que aquests llagos siguin llagos de tipus dinamic, és una hipotesi molt
atractiva provinent de la recent demostracio de I'existencia de llagcos re-entrants tant
en transportadors procariotes com eucariotes, concretament els transportadors de
glutamat (Slotboom et al., 2001). Totes aquestes dades conjuntament, emfatitzen la
importancia de I'estructura i funcié d’aquests llagos amb alt contingut de lamina-f pel

transport de sucre de la MelB.

5. 3. Canvis produits en I'estructura terciaria de la proteina deguts a una
mutacié puntual

L’estudi de la cinética de bescanvi H/D de la MelB salvatge ha revelat canvis a
nivell d’accessibilitat global i d’estructura secundaria sota diferents condicions de
substrats. Per aquesta rad, l'estudi del mutant R141C (el qual uneix perdo no
transporta substrats) mitjancant la mateixa técnica és molt interessant per a I'estudi
de les propietats de la unio de substrats Unicament. Tal com mostra la figura 5.1A, la
mutacio es localitza al lla¢ 4-5, essent I'Arg 141 un dels aminoacids que es conserva
en diferents transportadors catié/solut. Tal com s’ha descrit en I'apartat anterior
aquest llag és molt important per al reconeixement del sucre (Cordat et al., 2000;
Ambroise et al., 2000) i també té un paper crucial per a la funcié de simport de la
MelB (Abdel Dayem et al., 2003).

En primer lloc, el mutant sense substrats (és a dir, H'/R141C) presenta un 10%
més d’accessibilitat al medi aquds que la MelB salvatge. Encara que sembli increible
gue una sola mutacié produeixi aquests canvis en la dinamica de part de I'estructura
de la proteina és a dir, d'uns 47 aminoacids, existeix un altre treball sobre la
glicoproteina-P en la qual una mutacid puntual provoca també canvis a nivell
d’estructura terciaria, que correspon a uns 40 aminoacids (Vigano et al., 2003).
Aquest augment de l'accessibilitat correspon a una conformacié d’estructura més
oberta, segurament deguda a la perdua d’interaccions provocades per I'eliminacio de
la carrega positiva de la posicio 141. A més, la comparacio de les estructures

secundaries del mutant R141C i de la MelB salvatge indiquen canvis a nivell de la
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banda heélix o a 1653 cm™ i de les estructures lamina B. Si considerem que el llag 4-5
és estructura B, es podrien interpretar els resultats com que es perd interaccio
d’aquest llag amb un tipus d’hélixs o, degut a la pérdua d’'una carrega positiva. De
fet, ja existeixen altres indicis en aquest treball (apartat 4.4) i en d’altres treballs
(Cordat et al., 2000; Ambroise et al., 2001) sobre la interaccid del llag 4-5 i alguns
segments transmembrana.

Tal com passava amb la MelB salvatge, el mutant R141C també mostra diferent
accessibilitat global al bescanvi H/D degut a la unié de substrats. En aquest cas
pero, el patré d’accessibilitat i d’intensitat de canvi mesurat a I'amida Il degut a la
unié de substrats, és diferent. Aquest resultat, no és del tot estrany perque tot i que
el mutant R141C no transloca substrats, si que els uneix (Abdel Dayem et al., 2003) i
per tant es podran observar canvis Unicament deguts a la interacci6 amb aquest
substrats, en una sola cara de la membrana. En el cas del mutant, I'addicio de
melibiosa en preséncia del catié Na* confereix més proteccio envers el bescanvi H/D
en comparaciéo amb les altres condicions de substrats. En ultima instancia pero, es
confirma que l'addicié de melibiosa, tant pel que fa als processos d'unié solament
com als d’'unid i translocacio de substrats de la MelB, confereix més proteccio envers
el bescanvi H/D.

L’explicacio de l'augment del 10% en l'accessibilitat al solvent aqués del
complex H'/R141C respecte al H*/MelB, pot raure en diferéncies intrinseques en
I'estructura secundaria i/o al fet que en el cas del mutant, la unié dels protons
considerats com a substrats té lloc en un sol costat de la membrana. Segurament es
deu als dos efectes conjuntament, ja que l'analisi comparatiu de I'estructura
secundaria dels complexes H'/R141C i H'/MelB (veure figura 4.16), revela
diferencies en les intensitats de les bandes corresponents a les estructures hélixs o
més no ordenades i també de les lamines B, que es poden relacionar amb un
augment de [l'accessibilitat al bescanvi H/D degut a una major contribucio
d’estructura no ordenada. Encara més, la comparacio dels valors dels salts obtinguts
de les cinétiques de bescanvi H/D dels complexes H'/R141C i H'/MelB (Taula 5.I),
indiqguen que l'augment d’accessibilitat al solvent del mutant R141C es deu a
estructures helixs a més no ordenades i a lamina-f, fet que coincideix amb les

diferéncies observades a nivell d’estructura secundaria.
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Taula 5.1. Comparaci6 del nivell de bescanvi H/D entre el moment
inicial i als 630 min després d'iniciar-se el flux de D,O de les
estructures secundaries del mutant R141C i la MelB salvatge

Tipus d’estructura | Valor del salt de nivell de bescanvi
secundaria H/D (630 min)
MelB R141C
Girs reversos 0.466 + 0.006 0.432 + 0.010
Helix oo + no 0.239 + 0.002 0.276 + 0.002
ordenda
Lamina 8 1.673 £ 0.027 2.189 +£0.122

En el transportador de lactosa (Lac Y) d’Escherichia coli, la neutralitzacio de la
carrega positiva de I'Argl44 per una Cys situada en la interfase de I'helix V, és
determinant per al reconeixement i translocacié del substrat (Frillingos et al., 1997).
S’ha suggerit que I'Argl44 i el Glu 126 (hélix 1V) formen un pont sali entre ells de
manera que mantenen la posici6 de les helixs idonia per a la interacci6 amb el
substrat (Kaback, 1997; Guan et al., 2002). Tot i que aquesta mutacié no causa
exactament el mateix efecte que la mutacié R141C de la MelB, si que hi ha un cert
grau d’homologia en la ubicacié i el funcionament. | per tant, molt possiblement
I'abolicio de la carrega positiva de I'Arg 141 de la MelB fa perdre la interaccié amb un
Glu o Asp, resultant en un lla¢ 4-5 més mobil i obert. La comparacio dels resultats de
les cinétiques de bescanvi H/D a nivell de lamina  de la MelB salvatge i el mutant
R141C, ens diuen que aquesta estructura és molt més accessible en la proteina
mutant per a tots els complexes, menys pel complex H'/mel/R141C. Aix0, refermaria
la prediccié d’estructura secundaria anterior, sobre un alt contingut d’estructura
lamina B almenys en el llag 4-5. El fet que el complex ternari H*/mel/R141C mostri
I'estructura lamina B més protegida envers el bescanvi H/D que per la MelB salvatge,
es podria explicar suposant que, existeixi alguna altra zona d’estructura p diferent del
llag 4-5 molt més protegida pel fet d’estar unida al catié H" en comptes del Na".

La ubicacié d’aquest Glu o Asp interaccionant amb I'Argl41, només potser
especulativa a hores d’ara, pero tenint en compte el model proposat per Cordat et al.

(2000) (veure figura 1.8) molt possiblement estaria localitzat en el llag 10-11 el qual
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és important per al reconeixement del sucre i s’ha suggerit que interacciona amb el
llac 4-5. Encara més, l'analisi comparatiu de la sequéncia d’aminoacids del llag
hipotetic 10-11 de la MelB dE.coli amb seqiencies homologues d'altres
transportadors bacterians, ens revela que I'Asp365, I'Asp357, el Glu354 i el Glu351
es conserven en gairebé tots els transportadors analitzats (figura 5.1). Per dilucidar
la quiestié de la ubicacié del aminoacid acidic que pot fer parella amb 'Argl41, es
podrien construir dobles mutants de I'Arg 141 i algun d’aquests Glu o Asp mitjangant
mutagénesis dirigida.

5. 4. Orientaci6 de I'estructura de la MelB salvatge

L’estudi de l'orientacio de proteines solubles i de membrana mitjancant ATR-
FTIR és una tecnica bastant emprada degut al seu rendiment (Axelsen and Citra,
1996). Aquesta tecnica presenta moltes avantatges per la informacié que se’n pot
extreure i per la seva relativa senzillesa en la posta a punt experimental. Tot i aixi, és
una técnica marcadament complexa pels calculs a realitzar en el seu analisi, ja que
encara no existeix una teoria definitiva que englobi totes les variables experimentals
(Goormaghtigh et al., 1999).

5. 4. 1. Consideracions sobre la preparacio dels films de proteoliposomes

En primer lloc, cal tenir en compte que l'estat de la superficie de I'IRE
determinara la correcta preparacio de la mostra. Per tant, s’ha de tenir molta cura
alhora de preservar el seu estat i les seves propietats. L' IRE utilitzat en aquest
treball, és un cristall de Ge, el qual és inherentment hidrofilic degut a I'oxidacio
espontania de la seva superficie. Aquesta caracteristica dificulta la correcte extensio
del film, ja que la mostra de proteoliposomes és essencialment hidrofobica i per tal
d’evitar aquest problema, s’ha tingut que netejar i assecar insistentment per tal de
disminuir el seu caracter hidrofilic. Tot i que existeixen tractaments per evitar-ho,
com el tractament amb acil-silan, que també fa augmentar I'hidrofobicitat de la
superficie del cristall (Axelsen et al.,, 1995), una neteja correcta presenta una
alternativa viable (vegeu materials i méetodes, seccid 3.5.1.1). Per altre banda, la

neteja també ha de ser delicada perqué qualsevol irregularitat de la superficie pot
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contribuir al desordre molecular (Axelsen and Citra, 1996; Goormaghtigh et al.,
1999).

Aixi, una vegada tenim la superficie de Ge ben neta, I'altre pas determinant per
al desenvolupament correcte de I'experiment, és I'obtencioé d’un film orientat i gruixut
(Goormaghtigh et al., 1999). L'obtencio de films orientats, €s un pas relativament
senzill perquée es dona espontaniament si s’estén correctament la mostra sobre el
cristall de Ge (Fringeli and Ginthard, 1981). Existeixen tres tipus de preparacié de
films per a la realitzacio d’experiments de FTIR-ATR. En el primer tipus (figura 5.2A),
s’estén sobre la superficie de I'IRE, una suspensio de vesicules de lipid en H,O o bé
de lipids dissolts en dissolvent organic, s’evapora el dissolvent i es formen
multibicapes altament organitzades i orientades paral-lelament a la superficie de
suport (Ludlam et al., 1996; Axelsen and Citra, 1996). A partir d’aqui les mostres es
poden re-hidratar amb vapor de H,O o D,O. Aquest tipus de preparacions son
avantatjoses per la seva facil preparacio i la seva versatilitat. Tot i aixi, s’ha de tenir
en compte que per tal que es formin les bicapes lipidiques s’ha de deshidratar la
mostra durant la formacié del film i aixd podria comportar com a consequencia, que
la interaccié del polipeptid o proteina i el lipid fos dificilment extrapolable a les
condicions biologigues. A més, tampoc es pot assegurar que el polipeptid només
interaccioni amb una sola bicapa o que hi hagi aigua suficient per que el polipéeptid
s’organitzi correctament (Axelsen and Citra et al., 1996). Un segon tipus de
preparacio (figura 5.2B), es basa en l'addici6 de miscel-les i/o vesicules en una
superficie d’'IRE hidrofilica que espontaniament es transformen en una sola bicapa
per absorcié (Axelsen and Citra et al., 1996). Aquest tipus de preparacions son
senzilles de fer i eviten els problemes que es produeixen en els films multibicapa.
Per altre banda, és dificil comprovar que la membrana que es forma en cada
experiment, és una bicapa Unica, uniforme i continua. Un tercer tipus de preparacio,
és l'addicié d’'una monocapa de fosfolipids (figura 5.2C). El grau de reproductibilitat
dels films de mostra obtinguts en cada experiment és molt més alta que en els altres
dos tipus de preparacions perdo no és un model valid per a proteines grans que

necessitin incorporar-se a una bicapa (Axelsen and Citra, 1996).
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Figura 5.2. Esquema dels diferents tipus de films de proteoliposomes: multibicapa (a),
bicapa (b) i monocapa (c).

En aquest treball, els films s’han preparat segons el tipus multibicapa (figura
5.2A). El problema principal d’aquest tipus de preparaci6é s’evita en el nostre cas, ja
que la nostra proteina €s massa gran perqué es posicioni incorrectament. Per
exemple, no es podria situar en una sola monocapa tal com mostra la figura. A més,
al ser hidrofobica en un 70%, seria dificil que es disposés transversalment sobre els
caps hidrofilics dels lipids. Per altre banda, els resultats indiquen que podem estar
segurs que existeixen molécules d’aigua suficients en el film com perque la MelB
sigui funcional.

Un aspecte important sobre I'estat de la mostra que hem de saber clarament,
és coneixer si estem treballant en condicions de film prim, intermedi o gruixut.
Treballar amb films gruixuts (el gruix del film ha de ser més gran que la d, o que la

R'° sigui 1.93 en el nostre cas experimental) simplifica molt els calculs, ja que la rad

ATR
R

dicroica ( ) i el parametre d’ordre (Py) no depenen de I'index de refraccio de la

fase posterior a la mostra nz, és a dir, n,=n3z (vegeu métodes experimentals, seccié 3.
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6. 2. 1. 1). Per altre banda, treballar amb films prims o intermedis, dificulta molt més
el calcul de Py, a més de comportar d’altres complicacions conceptuals (Citra and
axelsen, 1996; Goormaghtigh et al., 1999). En un estudi realitzat per Axelsen and
Citra (1996) sobre films monocapa de polimers helixs o de poli-y-benzil-L-glutamat i
poli-B-benzil-L-aspartat, trobaren que els resultats obtinguts mitjangant les equacions
de film prim no tenien significat fisic.

Els experiments de polaritzacio del mutant R141C, s’han fet amb films de 0.30 a
0.45 pum de gruix en I'amida I, aproximadament. La d, en la zona amida | és de 0.40
um, i per tant, estem en condicions de film intermedi. El fet que s’hagin obtingut films
de fins a 0.45 um de gruix, i que no es puguin analitzar segons les expressions del
film gruixut (Goormaghtigh et al., 1999), indica que el gruix del film ha de superar en
més de 0.05 um la dp,. Com que aquests calculs sobre el gruix del film son
aproximats, en ultima instancia la comprovacio definitiva de si estem treballant amb
un film prim/intermedi o gruixut, és el calcul de la R'S°. Pel fet de no haver pogut
formar un film gruixut, no s’ha volgut aprofundir en I'estudi de I'orientacié del mutant
R141C, ni en el calcul de l'angle de les seves estructures. Amb tot, es podrien
realitzar algunes correccions a les expressions matematiques de les condicions de
film prim per tal dobtenir el P, del mutant, pero s’haurien de comprovar amb
almenys algun experiment del R141C en film gruixut. Encara que no tinguem els P,
del R141C pero, els espectres dicroics del mutant R141C mostren I'amida | i 'amida
Il orientades. La desconvolucié de I'espectre dicroic del complex H'/R141C revela un
maxim molt intens a 1662 cm™ i una espatlla molt poc intensa a 1651 cm™
corresponent majoritariament a estructures hélixs o (no mostrat). Comparant amb
I'estructura secundaria sense polaritzar (figura 4.16), trobem que la banda a 1651
cm™ esta molt poc orientada. Per altre banda, si comparem amb I'espectre dicroic de
la MelB en H,O (figura 4.30) observem que el primer maxim a 1662 cm™ coincideix
amb la MelB salvatge, tot i que és molt menys intens, perd no passa el mateix amb
la intensitat i la posicié del segon a 1651 cm™. Encara més, la comparacié de
I'estructura secundaria sense polaritzar del mutant R141C i la MelB salvatge, tampoc
presenta diferéncies en la posici6 i intensitat de la banda a 1662 cm™ pero si que n’hi
ha amb les bandes a 1653 i 1644 cm™. Tots aquests resultats, indicarien que les

diferencies d’estructura secundaria entre la MelB salvatge i el mutant R141C son
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basicament degudes a un tipus d’hélixs o (a 1653 cm™) i a la major contribucié
d’altres estructures (possiblement, estructures no ordenades, a 1653 i 1644 cm™) del
mutant R141C.

5. 4. 2. Orientaci6 dels segments transmembrana de |la MelB

Els resultats dels experiments d’orientacio de la MelB en H,O i en D,0O indiquen
que el parametre d’ordre de I'estructura de la proteina ve determinat essencialment
per lorientacio de les helixs o transmembrana, que representen el 50% de
I'estructura secundaria de la MelB. Aixd0 es conclou perque la correccié del pis
aplicada a I'amida | i I', déna el mateix valor que I'obtingut per 'amida A%. L’angle p
que formen les helixs o amb la perpendicular al pla de les bicapes lipidiques
corresponent al complex binari H'/MelB és de 26°. Comparant amb altres proteines
de membrana, trobem que tant el complex H*/LacY com el canal de K* tetraméric de
Streptomuyces lividans mostren un angle de =33° (le Coutre et al., 1997; le Coutre
et al., 1998). En canvi, el transportador EmrE té un valor similar a I'obtingut per la
MelB, 27° (Arkin et al., 1996). Per altra banda,. La MelB també ha mostrat
modificacio de I'orientacio de les hélixs o a causa de la unié amb diferents substrats,
cosa que no s’ha detectat pel transportador LacY (le Coutre et al., 1997). En canvi, el
transportador Na*/galactosa de Vibrio parahaemolyticus augmenta I'orientacié de la
seva estructura (disminueix I'angle entre I'estructura i la normal de la membrana)
degut a la uni6 de Na' (le Coutre et al., 2002), contrastrant amb la disminucié de
I'orientacio del complex Na*/MelB.

Els espectre de dicroisme desconvulats en H,O i en D,0, indiquen que I'angle
és el resultat de les orientacions dels dos tipus d’helixs a suficientment diferents com
per mostrar dues bandes intenses i ben resoltes a 1662 (tipus 1) i 1653 cm™ (tipus
I),. La figura 5.3 mostra un model d’orientacio de les hélixs a en diferents condicions
de substrats, que resumeix els resultats obtinguts a l'apartat 4.6 de resultats i
discussio (taula 4.1V, taula 4.V i figura 4.29). Cada grup d’hélixs a, canvia la seva
orientacio de forma diferent depenent del substrat que s’hi uneix. En primer lloc,

independentment del grau d’orientacio de cada grup d’helixs o quan la melibiosa

W La correcci6 del py, suposa que el 50% de la proteina, corresponent als segments
transmembrana, esta orientada (veure apartat 4.6.3).
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s’'uneix a la proteina, les helixs o tipus Il estan més protegides envers el bescanvi
H/D que les tipus I. En canvi, la incubaci6 amb Na® o H* comporta una major
proteccio de les tipus I. La comparacié d’aquests resultats amb els obtinguts en la
cinética de bescanvi H/D de les helixs o (seccié 4.4), on la condici6 H*/mel/MelB
mostra més proteccido envers el bescanvi H/D, ens suggereix que la proteccio
d’aquesta estructura depen en gran part de les hélixs o tipus Il. Tot i que el bescanvi
H/D de les hélixs a del complex Na‘/mel/MelB aparentment no reflecteixi el mateix
comportament, es podria explicar pel fet que encara que les tipus Il estiguin més
protegides, la resta de segments transmembrana s’hagin desprotegit més i per tant
el bescanvi H/D resultant es mantingui. En qualsevol cas, el seguiment del bescanvi
H/D de les estructures orientades (Vigano et al., 2000) ens ajudarien a dilucidar
aquesta incertesa.

En segon lloc, la figura 5.3 ens manifesta un comportament similar de les helixs
a de tipus | i tipus 1l en preséncia de Na® o H, i de la mateixa manera passa amb el
complex terciari Na'/mel/MelB. Es a dir, els tres estats mostren més orientacio de les
hélixs tipus I. Tot i aixi, el complex H'/MelB presenta més orientacié de les hélixs o
tipus Il que el Na'/MelB. Aquesta diferéncia d’orientacions de les hélixs quan la MelB
esta incubada amb Na® o H' constata que no hi ha relacié entre el grau
d’accessibilitat al solvent aquéds i l'orientacié dels segments transmembrana de la
proteina. Per altre banda, quan addicionem sucre a I'estat H'/MelB es redistribueix
I'orientacio de les hélixs a, invertint-se I'ordre d’orientacions, donant una angle 3 molt
similar entre ells. En canvi, quan s’incuba melibiosa al complex Na‘*/MelB les hélixs o
tipus | segueixen igual d’orientades i les tipus Il s’orienten més, resultant en un angle
d’orientacio global, B intermedi entre els complexes amb prot6 i/o melibiosa i el que
conté sodi. Es a dir, la distribucio d’orientacions dels tipus | i Il de les hélixs a de la
MelB amb melibiosa, és justament contraria depenent del tipus de catié.

Aquest model d’orientacions de les héelixs a, ens suggereix que el mecanisme
de transport de la MelB és diferent depenent del cati6 que s’hi uneix. Ambdés
cations s’uneixen al costat N-terminal, concretament als aminoacids Asp de la cara
citoplasmatica i hidrofilica de les helixs a (figura 5.4) i el sucre s'uneix al costat C-
terminal amb cooperacié del costat N-terminal (Cordat et al., 2000). Un possible

model de transport que explicaria aquesta diferencia d’orientacions de les helixs
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Figura 5.3. Model de les orientacions de les hélixs a tipus | i Il de la MelB en diferents
condicions de substrats. (—) Indica una major proteccié del tipus d’helix indicat en
comparacio amb l'altra. Per tal de simplificar I'esquema només s’han representat les hélixs
obertes cap a un costat de la bicapa, perd en la realitat caldria parlar d’'una barreja
d’orientacions cap a dins i cap a fora. El calcul de l'orientacié de cada grup d’hélixs, s’ha
obtingut de la relacié a-e C;:l = a-g C,-p, | entre I'absorcié de les bandes sense polaritzar i les
polaritzades, respectivament.

seria que quan s’uneix el Na* (el qual té més afinitat per la proteina que el H), fa
que s'ajuntin més la part terminal de les hélixs per on ha interaccionat el catié. Es a
dir, la part citoplasmatica de les hélixs s’ajunten més, i al mateix temps les de la part
periplasmatica es separen, donant lloc a una disminucié de [lorientacié dels
segments transmembrana i deixant més accessible el lloc d'uni6é del sucre (figura
5.3). EI H" actuaria de la mateixa manera que el Na®*, perd com que té menys afinitat
per la MelB, resultaria en unes helixs o menys separades per la part periplasmatica i
com a conseqgieéencia deixaria menys al descobert el lloc d'unié del sucre. La
interaccié del sucre al costat C-terminal de la proteina quan aquesta esta incubada
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amb Na' resultaria en un augment de I'orientacié d’unes hélixs, que correspondrien a
les tipus II. La uni6 dels sucre al complex H'/MelB també comporta un augment de

les hélixs tipus Il, cosa que ens suggereix que les helixs tipus Il corresponen en gran
part als segments transmembrana del costat C-terminal.
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Figura 5.4. Model bidimensional de
disposicié de les hélixs o de la MelB proposat
per Cordat et al. (2000). El cercle vermell
ubica les hélixs del costat C-terminal i el
cercle blau, les del costat N-terminal .

Cal tenir en compte que I'angle B de les hélixs o de la MelB reflexa la mitja de
les orientacions que tenim quan la MelB esta transportant. Es a dir, quan uneix
substrats a una cara i l'altre de la membrana i quan els transloca. Aixi, I'estudi de
I'orientacio del mutant R141C ens aclariria I'orientacio de les helixs o en I'estat en
qgue s’hi uneixen els substrats, sense que hi contribueixi el procés de translocacio.
També, seria molt interessant arribar a calcular I'angle  de cada grup d’helixs a, tot i

que és complex, ja que el calcul de la rad dicroica de cada banda s’ha de fer
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calculant I'area de cada banda a I'espectre Il i L, la qual tindra condicions d’helixs a,
estructures no ordenades i de girs reversos no orientats.

Tot i que obtenir I'estructura tridimensional de la MelB és un pas essencial per
al coneixement total de la seva estructura molecular, s’ha pogut comprovar al llarg
d'aquest treball, que les técniques de bescanvi H/D i de polaritzacié per
espectroscopia ATR-FTIR, son capaces de subministrar-nos informacio sobre la
identitat de les estructures que sofreixen canvis conformacionals durant el seu
funcionament. La majoria d’aquest canvis involucren un nombre limitat d’aminoacids,
que tot i aixi son detectats per espectroscopia FTIR. La posterior caracteritzacio del
diferents estats de transport, mitjancant I'aplicacié d’aquestes técniques i la seva
combinacio sobre la MelB salvatge i el mutant R141C, ens donaran més informacio
guantitativa i qualitativa sobre el procés d’'unio i translocacioé d’aquest transportador

de membrana.
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6. Conclusions

1. L’estructura secundaria de la MelB esta dominada per components helixs a. en un
50%, un 20 % d’estructura lamina B i un 30% assignat a girs reversos, helixs 3¢ i
estructures no ordenades. En condicions de funcionalitat, les hélixs o es
distribueixen en dos tipus en la regié de 1660-1650 cm™, que és on tipicament
absorbeixen aquest tipus d’estructura en proteines transmembrana. En canvi, en

condicions no funcionals només mostra una sola banda.

2. L’estructura secundaria de la MelB sofreix canvis conformacionals deguts a la unioé
dels substrats. Aquests canvis conformacionals es manifesten sobretot en les dues

bandes assignades a hélixs o, a 1660 i 1653 cm™.

3. La MelB mostra un 60% d’'accessibilitat al solvent aquéds si es corregeix la

contribucié de les cadenes laterals, les quals representen un 20% d’accessibilitat.

4. L’analisi de la cinéetica de bescanvi H/D de la amida Il de la MelB ens demostra
que la incubacié del sucre melibiosa incrementa la compactacié de la proteina al

solvent aquos en un 8% en preséncia de H* i en un 5% en preséncia de Na".

5. L’analisi de la cinética de bescanvi H/D de I'amida | de la MelB revela clarament
que els substrats afecten les estructures lamina B, essent el complex H*/mel/MelB
I'estat més protegit envers el bescanvi H/D i seguit del complex Na‘/mel/MelB.
També s’ha detectat canvis a nivell d’estructures helixs o més estructures no
ordenades encara que de menor magnitud. Per altre banda no s’han observat canvis
per I'addicié de substrats en els girs reversos. L'augment de compactacio induit per
la unié de sucre pot incloure els llagos citoplasmatics 4-5 i 10-11.

6. La neutralitzacié de la carrega positiva a la posicio 141 de la proteina sense

substrats addicionats (mutant R141C), resulta en una disminuciéo del 10% de la

compactacio de la proteina envers el bescanvi H/D comparat amb H*/MelB salvatge.
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Encara més, el mutant R141C és menys compacte que la MelB salvatge en totes les

diferents condicions de substrats.

7. De la mateixa manera que per la MelB salvatge, I'andlisi del bescanvi H/D de
'amida Il del mutant R141C mostra diferencies de compactacié al solvent aquos
degut a la uni6 de substrats, essent en aquest cas l'estat menys accessible el
Na'/mel/R141C, seguit del H'/mel/R141C. Es a dir, la uni6 del sucre augmenta la
compactacio de l'estructura del mutant R141C igual que passava amb la MelB

salvatge.

8. L’analisi de la cinética de bescanvi H/D de I'amida | del mutant R141C revela
diferéncies d’accessibilitat al solvent aquds per a cada component de I'estructura
secundaria del mutant R141C. Es a dir, I'addici6 de melibiosa segueix protegint les
estructures lamina B envers el bescanvi H/D, igual que per la MelB salvatge. En
canvi, disminueix la proteccio dels girs reversos i les estructures helixs o més

estructures no ordenades, en comparacio amb la resta de condicions de substrats.

9. L'analisi de I'estructura secundaria del mutant R141C mostra diferéncies en la
intensitat i el nimero d’ona de la banda a 1653 cm™ de I'estructura hélix o més
estructura no ordenada, com també en les lamines B, respecte a la MelB salvatge.
Aquest fet coincideix amb qué aquestes mateixes estructures son els components
d’estructura secundaria més accessibles al bescanvi H/D en el mutant R141C que

en la MelB salvatge.

10. L'analisi dels espectres de dicroisme indiquen que tant la MelB salvatge com el
mutant R141C mostren orientacié de les estructures secundaries. El parametre
d’ordre de les bandes amida I, I' i A son coincidents. Aixi, podem dir que l'estructura
secundaria orientada responsable en la MelB salvatge son les hélixs a situades en

els segments transmembrana de la proteina.
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11. La MelB en preséncia només de protons (H*/MelB), o amb melibiosa afegida
(H*/mel/MelB), mostra una orientacio de 25-26° de les hélixs o. En preséncia de Na*
hi ha una disminucié de I'orientaci6, obtenint-se per Na*/MelB un angle de 36° i per
Na‘/mel/MelB un angle de 30°.

12. El valor de I'orientacié global de la MelB, que és 'angle B, és el resultat de dos
tipus d’orientacions diferents de les hélixs «, la tipus | (1662 cm™) i la tipus I
(1653cm™). Aquest dos tipus d’hélixs o s’orienten de forma diferent depenent del
substrat addicionat. Independentment de 'orientacio de les helixs a tipus i 1l de la
MelB, I'addicié de melibiosa confereix més proteccié envers el bescanvi H/D de les
tipus Il. Es a dir, la proteccio envers el solvent aquds és independent de I'orientacié

dels segments transmembrana i ve determinat per I'acci6 del sucre.
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