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[-Resum

Aquesta Tesi Doctoral es centra en l'estudi molecular de tres proteines
relacionades amb malalties conformacionals humanes, o Amiloidosis. Mitjancant técniques
espectroscopiques, s’han descrit els mecanismes de plegament natiu i d’agregacio en fulla-
B ordenada, dues vies que es troben en competencia a través de la preséncia de diferents
estats intermediaris a I'espai conformacional. Els intermediaris d’agregacio, precursors de
les fibres amiloides, sén considerats els principals causants de la citotoxicitat cel-lular en
moltes de les malalties amiloidogeniques, per tant, el seu estudi és crucial per aprofundir
en I'etiologia d’aquestes patologies humanes, moltes d’elles sense tractament curatiu.

Per una banda, s’ha obtingut un fragment d’anticos recombinant especific per a (3-
oligomers del peptid AB1-42 causant de I’Alzheimer, I'scFv-h3D6. El seu estudi ha estat el
primer en descriure el mecanisme pel qual un scFv retira el peptid ABi-42 de la via amiloide
i evita la seva toxicitat neuronal, tal i com s’ha demostrat en assajos de viabilitat en cultius
cel-lulars. A més, I'obtencié d’'un model tridimensional de I'scFv-h3D6, per homologia de
seqliencies, ha permeés fer un redisseny racional de la molécula per tal de millorar-ne la
seva estabilitat, augmentar la seva producci¢, i disminuir la dosi efectiva ja demostrada en
ratolins model d’Alzheimer.

Per altra banda, s’ha treballat amb un domini variable (V) d’immunoglobulina,
extret d’'una pacient amb Amiloidosi de cadena lleugera, 'AL-12. Aquest domini
amiloidogénic presenta 7 mutacions respecte la seva linia germinal kI 018/08. L’obtencid
de les propietats termodinamiques de I’AL-12, aixi com de quatre mutants restauratius, ha
servit per estudiar I'efecte de les mutacions somatiques sobre l'estabilitat dels dominis V;.
Aixi, la restauracié de residus puntuals de I'AL-12 cap a la seqiiéncia germinal, implica la
desestabilitzacié del domini i un augment de la tendéncia a I'agregacié i, per tant, s’ha
demostrat que una Unica mutacié somatica no seria la causa del potencial amiloidogénic
de I'AL-12, sin6 que seria la combinacié de varis factors desestabilitzants del plegament
natiu, donant lloc a canvis conformacionals susceptibles a I'agregacié amiloide, i la seva
deposicio en diferents organs i teixits cel-lulars.

[ per ultim, s’ha estudiat el domini PSD95-PDZ3, una molecula reguladora de la
sinapsis neuronal, i relacionada amb malalties com I'Alzheimer o I'’Autisme. El domini
PDZ3 segueix una via d’agregaci6 amiloide reversible, una particularitat rellevant de la
qual se n’han determinat els canvis conformacionals que la promouen. A més, el disseny de
6 variants del PDZ3 han servit per determinar les regions implicades en I’estabilitat i
plegament global del domini, aixi com el seu paper en la regulacié al-lostérica de I'activitat
del domini.

Aquest treball demostra la importancia dels estats intermediaris a l'espai
conformacional de les proteines, la seva relacié6 amb les malalties conformacionals, i

I'aplicabilitat del seu coneixement en el desenvolupament de terapies efectives.
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1. ESTRUCTURA I PLEGAMENT DE PROTEINES.

El plegament de proteines és el procés pel qual una cadena polipeptidica, a mesura
que és sintetitzada pels ribosomes, adopta la seva conformacié tridimensional nativa i
funcional. El plegament natiu es troba estabilitzat gracies a interaccions intramoleculars,
tant locals (estructura secundaria) com distants (estructura terciaria). Principalment
s’estableixen interaccions no covalents (electrostatiques, hidrofobiques i ponts
d’hidrogen) entre les cadenes laterals dels aminoacids de la seqiiencia primaria, encara
que també en donen entre les cadenes laterals i la cadena principal. Les interaccions locals
donen lloc a estructures secundaries regulars (helix-a i cadenes-) o irregulars (helix-31o,
loops i girs-B), i parlem de motius estructurals quan es considera una combinacid
d’estructures secundaries. L’estructura terciaria s’assoleix per aproximacié en el espai i
interaccié de residus distants dins la seqliéncia, de forma que la proteina s’empaqueta
sobre si mateixa, enterrant el nucli hidrofobic i adquirint una conformacié globular,

compacta i estable, denominada domini (Figura L. 1).
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Figura L. 1. Representacio de I'estructura de proteines. Detall de I'estructura secundaria en hélix-a i fulla-f3,
estabilitzades per ponts d’hidrogen locals. El seu empaquetament a I'espai déna lloc a I'estructura terciaria,

estabilitzada per interaccions entre diferents motius estructurals (groc) distants dins la molecula.
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En el cas de proteines multidomini, aquests s’uneixen mitjangant estructures
secundaries irregulars, i l'estructura terciaria global s’estabilitza per interaccions
interdomini que expulsen l'aigua de linterior de la molécula. S'anomena estructura
quaternaria a la combinacié de diverses cadenes polipeptidiques.

El plegament natiu és dinamic, és a dir, presenta diversitat d’especies
conformacionals que fluctuen entre elles, adquirint la flexibilitat necessaria per adaptar-se
al entorn i interaccionar amb d’altres molecules, complint d’aquesta manera les seves
funcions. Aquesta estabilitat compromesa del estat natiu ha esdevingut un tema clau en els

darrers anys, degut a que és un dels desencadenants de moltes malalties conformacionals.

1.1. Antecedents historics.

Als anys 60, Christian Anfinsen va aconseguir in vitro el replegament de la proteina
Ribonucleasa A, un experiment clau que va demostrar que tota la informaci6 necessaria
per a queé una proteina adquireixi la seva estructura tridimensional nativa, es troba a la
seqliéncia aminoacidica (Anfinsen et al. 1961). Amb aquest experiment, Anfinsen va
postular que, en condicions fisiologiques, 'estat natiu d’'una proteina representa el nivell
minim d’energia global del sistema, i que la termodinamica és el determinant principal en
el procés de plegament. Més tard, Cyrus Levinthal va demostrar que el plegament proteic
no pot ser aleatori per el temps infinit que es tardaria en assolir I'estat natiu, argumentant
que la contribuci6 termodinamica no pot ser la Unica durant el procés (Levinthal 1968).
Cap als anys 80, es va a formular la teoria de les vies de plegament, segons la qual una
proteina desplegada segueix unes vies de plegament especifiques, regida per un nombre
limitat de conformacions cineticament possibles i termodinamicament favorables
(Bryngelson et al. 1995). Llavors, I'objectiu va ser entendre com la proteina segueix la via
“correcta” i evita la resta.

Inicialment es van desenvolupar dos models de vies de plegament que tenien en
compte la preséncia d'intermediaris de plegament i que limitarien la reorganitzacié cap a
I'estat natiu (Baldwin 1989) (Figura I. 2, panell superior). El model seqiiencial (o
framework), segons el qual primer es formen els elements locals d’estructura secundaria i
seguidament, per acoblament d’aquestes estructures al espai, s’adquireix I'estructura
terciaria final (Kim, Baldwin 1982, Kim, Baldwin 1990). I el model del col-lapse hidrofobic,
que defensa la idea de que la proteina col-lapsa rapidament sobre els residus hidrofobics
donant lloc a un intermediari parcialment compacte (molten-globule). En contraposici6 es
va proposar el model del trencaclosques (o jigsaw), que nega la necessitat d'una via de
plegament tnica i postula que cada molécula de proteina pot seguir una ruta diferent per

arribar a I’estat natiu (Harrison and Durbin, 1985) (Figura I. 2, panell inferior, esquerra).
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Tanmateix la necessitat d’'intermediaris a les vies de plegament va ser qiiestionada
als anys 90, quan es demostra que proteines petites segueixen vies de dos estats (Jackson,
Fersht 1991, Villegas et al. 1995). El model de nucleacié-condensacio, unifica els models
seqiiencial i de col-lapse hidrofobic postulant que les interaccions a llarga distancia i
d’altres interaccions hidrofobiques presents a I'estat natiu es formen a I'estat de transicid
de la via de plegament, estabilitzant d’aquesta manera les altrament poc estables
estructures secundaries (Figura I. 2, panell inferior, dreta) (Itzhaki, Otzen & Fersht 1995,
Fersht 1997, Villegas et al. 1998). Aquest model va prendre for¢a quan varis estudis van
revelar que, ja a 'estat desplegat, existeixen certes interaccions natives que marquen la via
de plegament i guien a la proteina cap al estat natiu (Mok et al. 1999, Daggett, Fersht
2003).
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Figura 1. 2 Models de vies de plegament de proteines. A partir dels experiments d’Anfinsen, que van
demostrar que les proteines pleguen espontania i reversiblement, es van descriure diferents models

mitjancant el qual una proteina adopta el seu plegament natiu. Figura adaptada de Radford, S.E. (2000).

1.2. Energeética de plegament.

Energéticament, el procés de plegament de proteines segueix una reaccié on s’ha
de traspassar una barrera energética de major energia que l'estat desplegat (U) i plegat
(N) (Figura I. 3). Aquesta alta barrera energetica correspon als anomenats estats de
transici6 (I¥), amb una estructura i termodinamica caracteristica, pero que la seva elevada

inestabilitat els fa dificil d’estudiar. L’estat de transici6 és defineix com I’etapa limitant del
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procés de plegament, i determina la cinética o velocitat del procés, i la formacid

d’intermediaris de plegament meta-estables (I) (Radford 2000).
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Figura L. 3. Diagrama energetic del plegament proteic. U: estat desplegat, I-I": intermediaris de plegament,
[#: estat intermediari, N: estat natiu, AG: energia lliure de Gibbs, AGu#: energia lliure del pas del estat desplegat
al estat de transici6, AGn#: energia lliure del pas del estat de transicié al estat natiu Figura adaptada de Fersht,
AR. (1993).

L’estabilitat termodinamica d’'una proteina es defineix per la diferencia d’energia
lliure, o de Gibbs, entre I'estat plegat i el desplegat (AGy_y) i, generalment, es troba entre
els valors de 5-15 kcal‘mol-! (21-63 kJ-mol-!) (Creighton 1992, Dobson, Evans & Radford
1994, Fersht 1993, Chan, Bromberg & Dill 1995). Assolir I'estat natiu implica una
disminuci6 de l'energia lliure del sistema (AGn.v < 0). Entenent que AGy_y = AH — TAS,
llavors I'entalpia i 'entropia de la reacci6é contribueixen a I’energia global. La contribucié
entropica (AS) durant el plegament acostuma a ser desfavorable, ja que implica un
augment de l'ordre en el sistema. Tot i aixd, existeix el que s’anomena penalitzacié
entropica, sovint atribuida a proteines intrinsecament desordenades o que perden part de
I'estructura nativa per a ser funcionals. També s’ha postulat que algunes proteines poden
seguir un plegament down-hill, sense barreres energétiques, quan els valors d’entropia i
d’entalpia es sincronitzen (Eaton 1999, Sadqi, Fushman & Munoz 2006). A part d’aquests
casos, el plegament de proteines es regeix, principalment, per un canvi favorable
d’entalpia (AH), associat a l'establiment d’interaccions natives que estabilitzen l'estat

natiu.
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1.3. Embuts de plegament.

Gracies a la combinacié d'una gran varietat de técniques experimentals i metodes
teorics (com per exemple, Istopped-flow, I'RMN, lintercanvi proté-deuteri, i
aproximacions computacionals), s’ha pogut estudiar, a nivell de residu i a una escala de
temps de milisegons, el procés de plegament de proteines de diferent complexitat. Aquest
avang tecnologic ha permes la caracteritzacio i 'obtencié de valors d’equilibri cinétic i
termodinamic dels diferents estats que poblen una reaccié de plegament, inclds 'estat
intermediari (Serrano, Matouschek & Fersht 1992, Brockwell, Smith & Radford 2000).

Actualment s’entén que no existeix una via de plegament lineal, sin6 que la
proteina desplegada es troba dins un mapa energetic multidimensional, o embut de
plegament (Figura I. 4), en el que la proteina pot seguir multiples trajectories de
plegament, podent passar per diferents estats intermediaris, fins a convergir en l'estat
natiu de minima energia (Bryngelson et al. 1995, Wolynes, Onuchic & Thirumalai 1995,

Dill, Chan 1997, Radford 2000).
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Figura I. 4. Representacio d’'un embut de plegament de proteines. U: estat desplegat, I: intermediaris, N:
estat natiu, M: proteina mal plegada o misfolded, Q: nombre de contactes natius. Figura adaptada de Schultz,C.P.

(2000).

A Testat desplegat, s’estableixen contactes entre residus clau de la seqiiencia,
formant un nucli de plegament que marca la topologia i la via a seguir de la proteina, fent

que el procés resulti rapid i eficient (Daggett, Fersht 2003, Koehl, Levitt 2002).
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S’ha de tenir en compte que, en una proteina desnaturalitzada, encara poden
persistir certes interaccions natives, o no natives, tot i haver perdut la seva estructura
terciaria. Per tant, cal diferenciar entre un estat totalment desplegat (o estructura en
random-coil) i desnaturalitzat (Blanco, Serrano & Forman-Kay 1998, Klein-Seetharaman et
al. 2002).

El perfil de 'embut de plegament és Unic per a cada proteina, variable depenent de
les condicions del entorn, i és determinat per les propietats cinétiques i termodinamiques
de la seqiiencia polipeptidica. En el procés de plegament, el nivell de minima energia és
ocupat per l'estat natiu, pero poden existir espécies intermediaries transitories que

marquen minims energeétics locals (Jahn, Radford 2005).

1.3.1. Intermediaris de plegament.

Els dominis proteics i proteines globulars petites (de menys de 100 residus i sense
ponts disulfur) solen plegar cooperativament, seguint una transicié de dos estats, plegat-
desplegat, amb una cinetica rapida i sense necessitat de passar per cap intermediari de
reaccié (Villegas et al. 1995). El primer, de molts exemples descrits, va ser la proteina
inhibidora de la quimotripsina 2 (CI2), de 64 residus (Jackson, Fersht 1991). En canvi, les
proteines de grandaria major de 100 residus, acostumen a seguir una transicié de tres
estats, implicant un intermediari cinétic estable. La rad seria que les proteines grans tenen
tendencia a col-lapsar en el solvent, donant lloc a estats compactes amb certa estructura
nativa, la reorganitzacio6 cap a al plegament natiu passaria per travessar una alta barrera
energetica, donant lloc a estats intermediaris parcialment plegats (Jahn, Radford 2005).

El plegament de proteines és un procés cooperatiu, de forma que el plegament d'un
domini pot desencadenar i estabilitzar el plegament d’un altre de menys estable, en aquest
cas, passant per un estat intermediari. En canvi, si els dominis que formen una proteina
tenen una estabilitat similar entre ells, llavors plegaran simultaniament sense necessitat
de poblar intermediaris (Tsytlonok, Itzhaki 2013).

Segons la seva naturalesa, els estats intermediaris poden dividir-se en a)
intermediaris termodinamics o metastables, que es troben en equilibri, i per tant
s’acumulen i es poden aillar; i b) intermediaris cinetics, que apareixen degut a un canvi de
velocitat durant la transicié entre I'estat plegat i el desplegat, i que es poden detectar pero
no aillar, ja que no s’acumulen.

El paper dels estats intermediaris encara provoca certa controvérsia. Per una
banda, representen una etapa important de la via de plegament (on-pathway), establint
contactes natius crucials per arribar a l'estat plegat; aquests intermediaris es poden

considerar transitoris o minims energeétics locals. Pero en certes ocasions, 'estat desplegat
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estableix interaccions no natives, s’acumula en una trampa cinética en forma
d’intermediari parcialment plegat que dificilment revertira cap a la via de plegament natiu.
Aquests intermediaris es consideren fora de la via de plegament (off-pathway) i, en els
darrers anys, han estat identificats com a principals precursors de I'agregacié proteica. A
part dels agregats amorfs, reben especial importancia els agregats -amiloides ja que es
troben altament relacionats amb moltes malalties humanes. (Jahn, Radford 2008,

Tsytlonok, Itzhaki 2013).
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2. AGREGACIO AMILOIDE.

L’agregacié amiloide és el procés pel qual un peptid o proteina soluble i funcional,
pateix una reestructuracié conformacional donant lloc a la seva auto-associaci6 i formacié
d’agregats fibril-lars insolubles altament ordenats en estructura-f# creuada. Aquests
agregats es troben implicats en un gran nombre de patologies humanes, anomenades
malalties amiloidogeniques, conformacionals, o amiloidosi. Entendre el mecanisme
d’agregacio6 de proteines és clau per a poder arribar a desenvolupar terapies efectives per
aquestes patologies.

En general, les proteines globulars tenen poca tendéncia a I'agregacid pero, certes
mutacions o canvis en l'entorn proteic poden desestabilitzar l'estat natiu i desplagar
I’equilibri cap a intermediaris susceptibles a I'agregaci6. A més, les proteines grans, i amb
un plegament poc cooperatiu, tenen més risc d’agregar (Chiti, Dobson 2009).

Avui en dia és sabut que I'estabilitzacié d’especies intermediaries no natives és el
desencadenants de 'agregaci6 amiloide. Aquestes espeécies exposen regions hidrofobiques,
que es trobarien enterrades en el plegament natiu, fent-les accessibles al solvent i per tant
propiciant I'establiment de interaccions intermoleculars i I'auto-associacié. En el cas de
I'enzim lisozim o de la proteina transtiretina (TTR), mutacions puntuals en la seqiiencia
desestabilitzen l'estat natiu i la seva cooperativitat de plegament. La $2-microglobulina
resulta amiloidogenica degut a canvis locals en 'entorn proteic. La sobreproduccié de
proteina amiloidogénica és la causa de determinades amiloidosis, com la de cadena
lleugera (AL). En el cas de I’Alzheimer (AD), una desregulacio en el procés proteolitic de la
proteina precursora amiloide (APP) desencadena 'acumulacié amiloide del peptid ABi-4.
D’altra banda, I'al:lel APOE4 incrementa el risc de patir AD esporadic plausiblement
perqué s’uneix al peptid ABis+ amb unes 20 vegades menys afinitat que l'al-lel més
freqlient en humans, I’APOE3, i, per tant, no el retira amb l’eficacia necessaria (LaDu et al.
1994). No obstant aix0, encara s’ha d’aprofundir molt en el mecanisme especific de
formacié amiloide (Blancas-Mejia, Ramirez-Alvarado 2013).

Malgrat la directa relaci6 entre amiloidogenesi i patologia, existeixen un gran
nombre d’organismes que converteixen, durant el seu cicle fisiologic, una o més proteines
endogenes en fibres amiloides funcionals, anomenades proteines amiloid-like, per
diferenciar-les de les patogeéniques. Un exemple n’és la proteina Curlin, de la bactéria E.
coli, que té com a funcié colonitzar superficies inertes i mitjangar la unié a proteines
hostes. O bé, la proteina Chaplins, de la bactéria S. coelicolor, que disminueix la tensié
superficial de I'aigua i permet el desenvolupament de les hifes aéries. Algunes proteines
poden existir, dins de sistemes biologics funcionals, tant en forma soluble com d’agregats

amiloides, actuant com elements geneétics extracromosomals, capacos d’auto propagar-se i
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transmetre’s, i que s6n anomenats prions no patogenics, com ara la proteina Sup35p, del
llevat S. cerevisiae, ila HET-s, del fong P.anserina (Chiti, Dobson 2006).

Aquest fet fa pensar que la formacid de fibres amiloides és una propietat inherent i
genérica de les cadenes polipeptidiques, i que es poden formar sota unes condicions
especifiques altament controlades. A més, gracies a técniques computacionals, com ara
I'algoritme TANGO, s’han identificat les regions de la seqliéncia polipeptidica amb
tendéncia a I'agregacié (Fernandez-Escamilla et al. 2004). L’evolucié, pero, ha afavorit el
plegament natiu per davant de l'agregacié, mitjancant la preséncia d’altes barres
cinétiques de desplegament, xaperones moleculars que ajuden a assolir I'estat natiu, i

mecanismes de identificaci6 i degradacié d’agregats proteics (Stefani 2012).

2.1. Mecanisme de formacio de fibres amiloides.

In vitro, les fibres amiloides es poden formar en presencia d’agents
desnaturalitzants (com la urea o el GdnHCI), a pHs acids, a elevada temperatura, o sota
canvis d’aminoacids, de forma que s’incrementa la poblacié de conformacions parcialment
desplegades susceptibles a 'auto-associacié.

Tot i conéixer els desencadenants in vitro, encara esta per clarificar quins son els
mecanismes in vivo que provoquen que una proteina es desvii de la seva via de plegament
nativa i entri a la via d’agregaci6. Sembla ser que els processos de plegament i agregacio es
troben en competéncia, de forma que es solapa un doble embut de plegament (Figura 1. 5),
on les especies precursores sén capaces de superar la barrera energética que doéna pas al
plegament amiloide, una via amb una estabilitat global major que la nativa, i on les fibres
representen l'estat de minima energia de tot el sistema (Bucciantini et al. 2002, Jahn,
Radford 2008, Fandrich 2012, Stefani 2012).

De forma general, el procés de fibril-laci6 segueix un patré jerarquic on
determinades modificacions de I'entorn i estructurals causen la combinacié de monomers
parcialment desplegats cap a oligomers més o menys compactes, i la subseqiient
reorganitzacié d’aquests donant lloc a estructures fibril-lars complexes i ordenades en
fulla-B creuada (Fitzpatrick et al. 2013).

Per FTIR es pot diferenciar la fulla-B nativa de 'amiloide, que és generada despres
d‘aquesta reorganitzaci6 (Zandomeneghi et al. 2004).

Teoricament, la desestabilitzacié i perdua del estat natiu, o bé 'augment de la
tendéncia a l'agregaci6 d’especies parcialment desplegades, és la justificaci6 més
apropiada per al mecanisme d’agregacié amiloide, pero s’han descrit casos d’associacié
entre espécies encara natives, i son els oligomers amb estructura nativa els que pateixen la

reorganitzaci6 conformacional cap a l'estructura rica en fulla-B ordenada, com per
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exemple el procés d’agregacié amiloide de la insulina, o de I'ataxina3 associada a I'ataxia

espinocerebel-lar (Chiti, Dobson 2006).
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Figura L. 5. Representacié esquematica de I'embut de plegament i d’agregacio. La superficie mostra la
varietat de conformacions que condueixen cap a I’estat natiu, a través de contactes intramoleculars; o bé cap a
la formaci6 de fibres amiloides, a través de contactes intermoleculars. Cada una de les vies és poblada a partir
de diferents intermediaris de plegament. El pas d’'una via a l'altre encara esta per definir. Figura adaptada de
Jhan, T.R. & Radford, S.E. (2005).

El mecanisme d’agregacié esdevé tan complex com la multitud d’estats
conformacionals que pot adoptar una cadena polipeptidica desplegada, que es troben en
equilibri i que, per tant, sén interconvertibles entre ells. Tal i com indica '’esquema de la
figura I. 6, dins d’aquesta complexa dinamica molecular no és d’estranyar que qualsevol
error del sistema de regulacié (xaperones moleculars, sistemes de degradacio i de control
de qualitat), canvis en I'entorn cel:lular, o en condicions patologiques, desencadenin
I'acumulacio i la reestructuracié en agregats-f3 d’alguna d’aquestes espécies, ja sigui 'estat
plegat, el desplegat total o parcial, els agregats amorfs, o els oligomers funcionals. Malgrat
tot, clarament, les especies total o parcialment desplegades s6n més susceptibles a

I'agregaci6 que no pas l'estat natiu (Chiti, Dobson 2006).
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Figura I. 6. Representaciéo esquematica dels possibles estats conformacionals que pot adoptar una
cadena polipeptidica i les principals interconversions entre ells. Totes aquestes interconversions es
troben regulades per I'entorn cel-lular, xaperones moleculars, sistemes de degradaci6 i processos de control de
qualitat. Molts dels estats conformacionals poden ser biologicament funcionals, incloses les proteines
desplegades i les fibres. Pero, determinats errors en el sistema de regulacié propiciarien I'acumulacio
d’espécies i agregats no funcionals, desencadenants de malalties conformacionals. Figura adaptada de Chiti, F.

& Dobson, C.M. (2006).
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2.1.1. Determinants amiloidogeénics.

A part de l'estabilitat del plegament proteic i 'acumulacié d’intermediaris no
natius, les propietats de la seqiiencia polipeptidica influeixen notablement sobre la
capacitat intrinseca d’'una proteina per formar agregats. A continuacié és detallen tres

propietats que esdevenen determinants per a I'auto-associacié:

- El grau d’hidrofobicitat de les cadenes laterals. La presencia d’illots hidrofobics
facilita I'agregacié d’espécies total o parcialment desplegades. Evolutivament, les

seqiiencies proteiques eviten grups de tres o més residus hidrofobics consecutius.

- La carrega neta de la seqiiencia. De forma general, una elevada carrega neta, ja
sigui global o local, dificulta 'agregaci6 degut a la repulsié electrostatica entre

residus.

- I per ultim, la tendéncia a formar estructures en fulla-B. L’elevada conservacié de
residus prolina i glicina, dos residus que trenquen les cadenes-f3, i la menor
freqliéncia de plegaments natius en conformaci6 tot-f3, podrien ser un mecanisme

evolutiu per a disminuir la tendéncia a 'agregacio.

2.2. Estructura de les fibres amiloides.

Le primeres descripcions de fibres amiloides van realitzar-se mitjancant técniques
com TEM, AFM i difracci6 de raigs-X. Ens els darrers anys, la caracteritzacié de les fibres
ha fet un gran salt gracies a la tecnica de ressonancia magnetica nuclear en fase solida
(ssNMR), i l'obtenci6 de nano i micro-cristalls de fragments de péptids amb
caracteristiques amiloides.

Les fibres amiloides representen un estat d’organitzaci6 diferent a I'estat natiu. Tot
i que les forces d’interaccié (ponts d’hidrogen i interaccions hidrofobiques, principalment)
son les mateixes en totes dues vies, en el mecanisme d’agregacid es perden els contactes
natius i s’estableixen contactes intermoleculars, dependents de concentracié.

Les fibres amiloides s6n agregats insolubles i molt estables. Malgrat que els seus
precursors son, seqiiencial i estructuralment, molt diversos, totes elles adopten una
estructura altament ordenada en fulla-f creuada, on les cadenes-Bf es disposen
perpendiculars al eix de la fibra, deixant enterrat el nucli altament hidrofobic (Figura 1. 7).
Presenten un diametre d’entre 7 i 13 nm, i estan formades per un conjunt de 2 a 6
protofilaments, de 2-5 nm de diametre, associats lateralment i formant una hélix sobre si
mateixos (Serpell et al. 2000). Aquest patrd canonic, fa pensar que les propietats fisico-

quimiques de la cadena polipeptidica sén un dels principals determinants de I’estructura
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fibril-lar. Una altra caracteristica comuna de les fibres amiloides, és que uneixen

especificament els fluorofors Congo Red i Tioflavina T (ThT), tot i que s’ha vist que els seus

precursors oligomeérics també sén capacos d’establir aquesta interacci6 (Maezawa et al.

2008).

Estructura an
Fibra amiloide Model Protofilament fulla-f; creuada

Figura I. 7. Model de l'organitzacié estructural de les fibres amiloides. La imatge obtinguda per
microscopia consisteix en una fibra formada per 4 protofilaments, associats lateralment i formant una helix
sobre si mateixos. Cada protofilament creix formant un nucli hidrofobic en fulla-B disposada

perpendicularment al eix de la fibra. Figura adaptada de Stefani, M. (2004).

Les cadenes laterals de la seqiliéncia polipeptidica exerceixen una gran influéncia
sobre I'empaquetament amiloide, provocant certes diferéncies estructurals entre diferents
fibres, com ara, la llargada de les fulles-$3, la disposici6é paral-lela o antiparal-lela de les
cadenes-f3, i la seva distancia d’empaquetament, aixi com el nombre de protofilaments que
les formen També trobem diferencies en la llargada i conformacié de les estructures
irregulars que es troben fora del nucli hidrofobic de la fibra. A més, la preséncia de ponts
disulfur, o de regions de poliglutamina, també poden pertorbar I'estructura canonica de la

fibra (Chiti, Dobson 2006).

2.3. Tipus de vies amiloidogeniques.

L’estudi d’agregacié de la proteina [2-microglobulina va ser el primer en
identificar i classificar diferents tipus d’agregats-f (Kad et al. 2003, Gosal et al. 2005).

Inicialment, la intencié era classificar les fibres amiloides en funcié de les seves
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caracteristiques conformacionals, perd certes propietats cinétiques van revelar la

existéncia de dues vies amiloidogéniques diferents, la via amiloide i 1a via worm-like (WL).

2.3.1. Via de fibril-lacio amiloide.

Aquesta via amiloidogénica representaria I'estructura classica dels agregats tipus-
. Sén fibres rigides, sense ramificacions, i formen un gir sobre si mateixes. En funcié del
numero de protofilaments que les componen i de la distancia de gir, aquestes fibres es

subdivideixen en diferents tipus (Kad et al. 2003, Gosal et al. 2005).
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Figura I. 8. Model d’agregacié amiloide dependent de nucleacié. El procés consisteix en dues fases que
donen lloc a un creixement sigmoidal (corba verda): a) la fase de nucleaci6, termodinamicament desfavorable i
lenta, en la qual els monomers pateixen un canvi conformacionals i s’associen formant un nucli oligomeric, i b)
la fase d’elongaci6, on el nucli creix rapida i favorablement per addicié6 de monomers a la fibra. L’addici6 de
fibres pre-formades escurca el temps de nucleacié i indueix la formacié d’agregats rapidament (corba
vermella). A sota, imatges de TEM de A) espeécies oligomeériques, B) protofilaments, i C) fibres amiloides. La

barra correspon 20 nm. Figura adaptada de (Kumar, Walter 2011).
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Cinéticament, la formaci6 de fibres amiloides segueix un mecanisme depenent de
nucleaci6 (Figura 1. 8), en el que els monomers solubles formen un nucli energéeticament
desfavorable (fase lag). A partir d’aqui la fibra creix rapidament per associacié de
monomers i oligomers al nucli pre-format, sent un creixement exponencial i altament
favorable. In vitro, 'addicié de formes prefibril-lars préviament formades (o seeding),
redueix la barrera de nucleacié de la fase lag de forma que s’accelera la seva formacié
(Serio et al. 2000). Per TEM i AFM, s’han identificat especies oligomériques i

protofilaments poblats durant la formaci6 de les fibres (Figura I. 8, A-C).

2.3.2. Viade fibril-lacié worm-like.

Les fibres WL sén més curtes, de menys de 600 nm, flexibles, de 2.5 nm de
diametre, i exhibeixen una morfologia nodular amb una distancia de repeticié al voltant
dels 30 nm, sovint confoses amb protofilaments.

La caracteristica més important de les fibres WL és que segueixen una cinetica de
fibril-lacié independent de nucleacid, pel que la seva elongacid és rapida i lineal, en la qual

hi ha una directe associaci6 dels monomers per a formar la fibra (Figura I. 9).
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Figura I. 9. Model de competéncia entre via d’agregacié amiloide i via WL. Les fibres WL es formen
seguint un procés independent de nucleaci6, favorable cinéticament, i passant per un estat inicial identificat
com a fibres Rod-like (RL). En competéncia per els mateixos monomers, es troben les fibres amiloides,
dependents de nucleacio, i favorables termodinamicament. Les imatges preses mitjan¢ant microscopia d’AFM,
mostra les caracteristiques diferencials entre tots dos tipus d’agregats-p. Figura adaptada de Jhan, T.R. &

Radford, S.E. (2008).

Una altra particularitat de les fibres WL és que, sovint, tenen caracter reversible,
fet que pot anar lligat la conservacié de gran part de la fulla-B nativa, a diferéncia de les

fibres amiloides, les quals pateixen una important reorganitzaci6 de I'estructura
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secundaria, caient en minims energetics irreversibles. La manca de nucleaci6 de les fibres
WL resulta amb una fibril-lacié molt més rapida que 'amiloide. In vitro, la via WL inhibeix
la formacié amiloide, ja que competeixen per captar estats monomerics. Tot plegat indica
que les fibres WL sdn especies estabilitzades cinéticament, mentre que les amiloides ho

sén termodinamicament (Kad et al. 2003, Gosal et al. 2005).

2.4. Oligomers solubles.

A diferencia de les fibres amiloides, poc és sabut sobre les caracteristiques
estructurals dels oligdmers, degut a que sén especies meta-estables, poblades
transitoriament durant la via de fibril-lacid, i que adopten diverses morfologies.
Recentment s’ha aconseguit les primeres cristal-litzacions d’especies oligomeriques, i per
Dinamica Molecular s’ha simulat la reorganitzacié estructural que pateixen els oligdmers,
ajudant a entendre el pas de la via de plegament natiu a la d’agregacié amiloide (Figura I.

10). (Ahmed et al. 2010, Laganowsky et al. 2012, Neudecker et al. 2012).

'vlﬂ':m

Figura I. 10. Estructura cristal-lina de I'oligomer K11V-TR i formacié amiloide. L’estructura cristal-lina
del oligomer cilindrina K11V-TR és formada per tres fulles-p (blau, verd, vermell), estabilitzades per ponts
d’hidrogen, que adopten una conformaci6 en barril-$ cilindric. La simulacié, per Dinamica Molecular, de la
transicio estructural cap a la formaci6 amiloide mostra un trencament inicial de la interficie (punts 2 i 3),
seguidament el cilindre es desplega per la completa dissociacié dels ponts d’hidrogen febles (punts 4 i 5),

mentre que les interaccions fortes es mantenen (punt 6). Finalment, les formes esteses en fulla-§ antiparal-lela
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(punt 7) s’associen i cauen en un minim energetic més baix que I'estat inicial. Figura adaptada de Laganowsky,

A (2012).

Es necessari un cert grau de desplegament i flexibilitat dels precursors amiloides
per a reorganitzar-se en estructures fibril-lars en fulla-f creuada, aixi com una elevada
hidrofobicitat i un carrega neta petita (Uversky, Fink 2004, Fandrich 2012, Stefani 2012).
Igual que les fibres, els oligdmers solubles també uneixen els fluordfors Congo Red i ThT
(Maezawa et al. 2008).

Degut al polimorfisme de les especies oligomeériques, resulta dificil descriure’ls de
forma genérica. Depenent del tipus de cadena polipeptidica, o fins hi tot del protocol de
oligomeritzacié utilitzat in vitro, s’han detectat diferents tipus d’oligdmers. A nivell
d’estructura secundaria, existeixen oligdmers rics en estructura-f3 i d’altres d’estructura
secundaria irregular. Sembla a ser que el polimorfisme dels oligdmers és troba relacionat
amb el seu potencial citotoxic, aixi com amb la tendéncia a formar fibres amiloides
(Fandrich 2012). Seguint les evidencies de que existeixen multiples vies d’agregacié en
competeéncia entre elles, els oligdmers es poden considerar intermediaris on-pathway o
off-pathway de la via amiloide, donant lloc, per exemple a fibres WL, tal i com s’ha explicat

anteriorment (Gosal et al. 2005, Jahn, Radford 2008, Wu et al. 2010).

2.4.1. Toxicitat dels oligomers solubles.

Aproximadament 20 anys enrere, s’entenia que les fibres amiloides eren el factor
citotoxic principal en les malalties amiloidogeniques. Avui en dia, és acceptat que les
especies oligomeriques sén potencialment més toxiques que les fibres madures, sobretot
pel que fa a malalties neurodegeneratives. Fins i tot, les fibres podrien tenir una finalitat
protectora dins les cél-lules, atrapant oligomers toxics, tot i que certs autors les descriuen
com a font d’especies citotoxiques mitjangant la seva fragmentacié (Bucciantini et al.
2002). En certes amiloidosis sistemiques, pero, 'acumulaci6 de fibres segueix sent un fort
desencadenant de disfunci6 organica (Fandrich 2012).

Els intermediaris oligomeérics exerceixen efectes importants sobre la viabilitat i el
metabolisme cel-lular. Els oligdmers interaccionen amb regions d’elevada carrega negativa
de la membrana lipidica i la desestabilitzen, de forma que es modifica la permeabilitat
cel-lular, perjudicant les proteines de membrana i vies de senyalitzacié (Hou et al. 2005).
La composici6 i rigidesa de la membrana lipidica juga un paper important en la interaccio i
internalitzacié de les formes oligomeriques, concretament que siguin pobres o riques en
colesterol les fa més o menys vulnerables, respectivament (Stefani 2012). La hipotesi dels
canals de membrana proposa que els agregats toxics formen porus inespecifics a la

membrana cel-lular, alterant condicions cel-lulars fonamentals, com ara els nivells de Caz*
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o l'equilibri redox i, finalment, provocant apoptosi mitjancada per caspases, estres
oxidatiu, 1 disfunci6 mitocondrial (Fandrich 2012, Stefani 2012). A nivell
neurodegeneratiu, la interacci6 dels oligomers sobre les membranes plasmatiques afecta
directament a les xarxes neuronals i a la seva plasticitat, ja que s’alteren canals i receptors
de membrana importants per a I'homeostasi de ions, el flux d'informaci6 i respostes

neuronals.

En definitiva, la varietat morfologica de les fibres amiloide i 'existéncia de varies
vies amiloidogeniques demostra la complexitat del procés d’agregacio en fulla-f. Encara
esta per clarificar com les caracteristiques moleculars del precursor monomeric i les
diferents rutes cinetiques influencien sobre la reaccié d’assemblatge in vivo i 1a morfologia
final de la fibra, aixi com la possibilitat d'interconversié entre diferents vies
amiloidogéniques. A més, s’ha de tenir en compte el potencial toxic de cada una d’aquestes
varietats amiloides, com es troben representades a les diferents patologies

amiloidogéniques, i 'efecte que tenen en cada una d’elles.
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3. AMILOIDOSI O MALALTIES AMILOIDOGENIQUES.

En humans, les amiloidosis, o malalties amiloidogéniques, sén el conjunt de
patologies conformacionals relacionades amb un incorrecte plegament proteic, totes elles
associades a l'acumulacié de fibres amiloides insolubles a diferents organs o teixits
cel-lulars, causant la mort cel-lular i la disfuncié organica. Les malalties amiloidogeniques
son un grup molt heterogeni que deriven de fins a 27 proteines diferents (Taula 1). Tot i
que l'estructura i funcié de la forma nativa de cada una d’elles és diferent, totes
comparteixen el mateix patré amiloide en fulla-f creuada (Blancas-Mejia, Ramirez-
Alvarado 2013).

Clinicament, les amiloidosis poden dividir-se en dos grans grups en funci6 de si la
proteina precursora és expressada i secretada al mateix o a diferent lloc de la seva
deposici6é amiloide: les amiloidosis locals i les amiloidosis sistemiques.

Les amiloidosis sistétmiques afecten a diferents organs (cor, rony6, fetge, nervis
periferics, tracte intestinal, etc.) i s6n causades per una gran varietat de proteines
precursores. Totes elles coincideixen en que la proteina precursora és expressada i
secretada en una regi6 diferent del lloc de deposicid, s’acumulen extracel-lularment i, a
part dels efectes relacionats a cada un dels organs afectats, comparteixen molts simptomes
inespecifics, com ara fatiga, debilitat, la perdua de pes i de la gana.

Les amiloidosis locals sén les anomenades malalties neurodegeneratives ja que es
localitzen al cervell i causen desordres degeneratius progressius, com per exemple I'AD, el
Parkinson o la malaltia de Huntington. A diferéncia de les sistémiques, la proteina
patogénica és sintetitzada i dipositada a la mateixa regid, i els agregats amiloides poden
ser intra- o extracel-lulars.

Un aspecte important que diferencia ’amiloidosi sistemica de la local és que la
proteina amiloidogénica sempre és sintetitzada per cél-lules especialitzades en sintesi i
secrecié de grans quantitats de proteina al plasma sanguini, com per exemple les cél-lules
plasmatiques en el cas de I’Amiloidosi de cadena lleugera (AL), o els hepatocits en el cas de
la Polineuropatia amiloide familiar (FAP). Cada tipus de cél-lula secretora té el seu propi
mecanisme per actuar sobre proteines mal plegades, 'UPR (Unfolded Protein Response),
produeixen xaperones i elements del proteosoma. A més, el reticle endoplasmatic juga un
paper crucial en el correcte plegament de les proteines sintetitzades per aquestes cél-lules
(van Anken, Braakman 2005). La sobreexpressio de proteina pot arribar a saturar aquests
sistemes de reparaci6, acumulant precursors amiloidogenics. En les amiloidosis locals, en
canvi, les neurones produeixen proteines depenent de les seves necessitats funcionals,

peptids o proteines de curta durada, i que no requereixen de mecanismes de control de
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plegament. Podria entendre’s que I'agregacié intracel-lular és un mecanisme compensatori

de les neurones per aillar els péptids mal plegats i no eliminats.

Taula I. 1. Exemples de malalties humanes amiloidogeniques o amiloidosi. Malgrat que esdevenen a

partir de proteines precursores, amb caracteristiques fisico-quimiques i un plegament natiu diferent, totes

elles donen lloc a la formaci6 de diposits amiloides extra o intracel-lulars. Depenent del lloc de sintesi i el lloc

de deposicié amiloide de la proteina precursora, es diferencien en amiloidosis sistemiques o locals, aquestes

ultimes sén relacionades amb processos neurodegeneratius. Taula adaptada de Chiti, F. & Dobson, C.M. (2006).
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Les amiloidosis s6n complicades d’estudiar i diagnosticar ja que sovint involucren
diferents organs, en el cas de les sistemiques, i alguns simptomes poden passar facilment
desapercebuts o no diagnostics fins ja avan¢ada la patologia. En els darrers anys, s’ha
avangat molt en l'estudi dels mecanismes moleculars patogenics, de forma que s’ha pogut
millorar tant el diagnostic precog, com els tractaments terapéutics, obtenint un pronostic
més favorable per als pacients de moltes amiloidosis. Tot i aix0, malgrat les noves terapies
emergents i esperancadores, sobretot en el camp de la immunoterapia, encara cal
aprofundir en molts aspectes d’aquestes malalties. Caldria buscar una visié més global que
destapi nous mecanismes interconnectats tan a nivell local i molecular, com fisiologic,
ambientalment, fins i tot emocional del pacient, per tal d’assolir el nivell de complexitat de
I'organisme huma i de I'amiloidosi, i aixi aspirar, en un futur, a uns tractaments curatius i
amb uns efectes secundaris, si en tenen, que no limitin I'esperanca ni la qualitat de vida

dels pacients tractats.

3.1. Malaltia d’Alzheimer.

La malaltia d’Alzheimer (AD) va ser descrita per primer cop I'any 1906 pel metge
alemany Alois Alzheimer i, actualment és la malaltia neurodegenerativa més comuna
mundialment, afectant a més de 35 milions de persones a tot el mon, i representant el 70
% del casos de demeéncia. Segons I'Informe Mundial sobre I’AD, s’espera que en els propers
40 anys augmentin els casos drasticament, sobretot en els paisos en desenvolupament,
arribant als 115 milions el 2050 (Wimo, Prince 2010). Amb la excepcié dels pocs casos
d’AD familiar detectats en individus menors de 60 anys, la prevalenca de la malaltia
augmenta amb 'edat, afectant al 40% de la poblacié major de 85 anys. Per aquestes raons,
actualment I'estudi del AD esdevé una necessitat primordial, juntament amb el cancer.

L’AD consisteix en un desordre neurodegeneratiu i progressiu que es caracteritza
per la pérdua de memoria i capacitats cognitives (Figura 1. 11-A). A nivell anatomic,
s’observa una important atrofia cerebral i, fisiologicament, es relaciona amb la preséncia
d’agregats insolubles extracel-lulars (les fibres amiloides) i intracel-lulars (els cabdells
neurofibril-lars), formats majoritariament pel peptid Afi42 i la proteina Tau
hiperfosforil-lada, respectivament (Figura I. 11-B) (Solomon 2006). La patologia de I’AD és
complexa i segueix un mecanisme que encara, avui en dia, esta per definir. Tot i aixo, la
gran quantitat d’estudis realitzats fins ara fan evident que 'agregaci6 del peptid-Af és el
procés desencadenant de deposicié amiloide i la progressiva neurodegeneracié (Arbel,

Solomon 2007).
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Figura I. 11. Reduccié d’activitat cerebral i deposits fibril-lars en 'AD. A) Imatges adquirides per
tomografia d’emissié d’electrons (PiB-PET). La imatge de 'esquerra correspon a un cervell sa, mentre que el
de la dreta a un cervell afectat d’AD. Les arees blaves i negres a la imatge de la dreta indiquen una reduccié de
I'activitat cerebral degut a la malaltia. B) Imatges obtingudes per microscopia electronica de plaques amiloides

i cabdelles neurofibril-lars presents al cervell de pacients d’AD. Imatges extretes de coloradodementia.org.

3.1.1. Proteina precursora amiloide, APP.

El péeptid AP resulta del processament proteolitic de la proteina APP, la proteina
precursora amiloide. L’APP és una glicoproteina de membrana, de 695-770 residus,
depenent del procés de modificacié post-transcripcional que pateix abans de la seva
sintesi, i actua com a receptor tant en cél-lules neuronals com no neuronals. El seu extrem
C-terminal es troba en el citoplasma, mentre que l'extrem N-terminal es localitza cap
I'exterior cel-lular. La seva funci6 biologica segueix desconeguda, tot i que es creu que pot
estar relacionada amb l'adhesié cel-lular, la plasticitat neuronal, aixi com també la de
sensor de concentracid de colesterol a les cel-lules neuronals (Beel et al. 2008).

L’APP es processada especificament pels enzims anomenats secretases. Tal i com
mostra la figura [. 12, depenent de l'accié dels tres tipus de secretases (a, B i y), existeixen

dues vies de processament (Haass, Selkoe 2007):

30



[I-Introduccié Amiloidosi o Malalties Amiloidogeniques

- Via no amiloidogenica. En condicions normals, i la més freqiient, I'a-secretasa
allibera el fragment extracel-lular soluble sAPPa. Posteriorment, la y-secretasa (o
PSEN) processa la part encara integrada a la membrana, alliberant el peptid P3 i el

domini AICD (APP Intracellular C-terminal Domain) cap al citosol.

- Via amiloidogeénica. En condicions patologiques, enlloc de I'a-secretasa, actua la 8-
secretasa, generant el fragment extracel-lular sAPP[. Llavors, el tall de la y-

secretasa genera el peptid A i el domini AICD.

El lloc de tall de la y-secretasa és variable, i pot donar-se després del aminoacids
38, 40 i 42, generant péptids de diferent grandaria i hidrofobicitat. Aquest punt de tall és
especialment rellevant per a la subseqiient tendéncia a I'agregacié6 del peptid AB, sent I'1-

42 el més amiloidogenic.

SAPP[3 sAPPu

Via amiloidogénica ' '. Via no pmiloidogénica

[ APP |
7

Ap
[3 . P3
L
—_—
Espal Extracel-lular I
Lamhrnna l—r"—

Citoplasma

|
AICD CTF C98 cooH CTF C83 AICD

Figura I. 12. Tall proteolitic de la proteina APP i formacio del péptid AB. L’APP és la proteina precursora
del péptid amiloide. Depenent de I'acci6 de proteases especifiques, la seva protedlisis donara lloc a la via
amiloidogénica. L’acci6 de I'a-secretasa evita la formaci6 del péptid amiloide, alliberant el peptid P3 i AICD,
mentre que quan ’APP és tallada per la (B-secretasa, i posteriorment per la y-secretasa, s’allibera a I'espai

extracel-lular el peptid AB. Figura adaptada de Saraceno, C. (2013).

Mutacions hereditaries en els gens APP i PSEN, s6n les responsables de I’AD
familiar. Es interessant citar que el gen APP es troba al cromosoma 21, fet que explica

perque els individus amb Sindrome de Down manifesten AD de manera precog.
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De forma natural, en el liquid cerebroespinal huma i en el plasma d’individus sans,
hi sén presents anticossos contra el péptid ABs9-42, els nivells dels quals, pero, es redueixen
significativament en pacients d’AD, suggerint que la patologia pot tenir una base

immunodeficient (Solomon 2009).

3.1.2. Hipotesi de la cascada amiloide.

La hipotesi més acceptada actualment és la cascada amiloide (Figura I. 13), la qual
s’'inicia amb una sobreexpressi6 del peptid AP, sobretot la forma Afi.42, on la seva
incapacitat d’eliminar-lo, donaria lloc a l'auto-associacié progressiva en especies
oligomériques, provocant I'increment de la resposta inflamatoria i del efecte degeneratiu
sobre les cel-lules neuronals, i la deposicié final en forma de fibres amiloides i cabdells
neurofibril-lars caracteristics de la deméncia (Solomon 2006, Haass, Selkoe 2007).

Recentment, s’ha definit una nova visi6 de la etiopatologia de I'AD, la qual integra
la cascada amiloide dins del que s’entén per cicle de deposicié amiloide (Figura L. 13), ja
que per el que podriem dir retroalimentacio, I'agregacié del péptid-AB estimula la resposta
inflamatoria, i aquesta estimula I'agregacié del peéptid-Af. Aquesta nova visié vincula
fortament l'agregaci6 amiloide amb les forces que desencadenen la demencia (Herrup
2010, Stefani 2012).

Igual que per la gran majoria de malalties amiloidogeniques, anys enrere
s’assumien els agregats insolubles d’Af3 com els causants de la perdua de sinapsis i mort
cel-lular, ja que creaven una barrera fisica al voltant de les cél-lules, bloquejant I'intercanvi
de nutrients, i atraient els macrofags (Lorenzo, Yankner 1994). Un del primers indicis que
posava en qiiestié la toxicitat de les fibres amiloides va ser la localitzacié, al cortex
cerebral, d’especies monomeériques, dimeériques i trimers d’AB, tan solubles com
insolubles, i la forta correlacioé entre les formes solubles i la densitat de plaques amiloides i
de cabells neurofibril-lars (McLean et al. 1999). Més tard, es van separar les diferents
especies de péptid, monomer i oligomer (dimer i trimer), i es van injectar a ratolins model
d’AD (Lorenzo, Yankner 1994, McLean et al. 1999, Dodart et al. 2002). Es va demostrar
que els déficits cognitius es troben directament relacionats amb la concentracié d’espécies
oligomeriques solubles del péptid A, no amb les monomériques ni amb les fibril-lars, tal i

com s’havia pensat fins el moment (Dodart et al. 2002).
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HIPOTESES DF LA CASCADA AMILOIDE

AD Hereditard/Famillar AD Esporidic

MWutacions APP o PSEN Fallida en I'eleminacic d'&F
P Augment gracual
Augment & AR, d'AB, .. ol cervell

/

Aciumulacid & AR, ... Bssociscidi
aligomeritzacié al cervell
CICLE DE DEPOSICIO AMILDIDE

Efecies pubtits cels oligdmers d'Af, .,

Defectes associacit sabre Mefichoia sinaptica
o'autciagia ,L
Agregacio de FAR, Deposicid gradusl d olighmers & AR, ... &n
Cl.liE\':'IITIETS | u|anuﬂ5 farma de plagues difoses
/ Activacio de la microglia | astrocits, | de

la resposta inflamatoria

Mutackang P51
Alteracsy de la homeostas newrgnal
ionica i dary oxidativ
Acumulacid i}
. extracel-lular d’aAp Alteracid de |'sctivitat de quindses | fosfatases
bRk fanant lloc & cabdells neurofibiil-lars

sinkplics — .L
Expansio de la disfuncio sinaptica | perdua neuronal
selectiva; deficit de neurotransmissors
ApaE Episadis Mutaciens ¢
epilplcs PP
DEMENCIA

Figura I. 13. Esquema de la hipotesis de la cascada amiloide acoblada al cicle de deposicié amiloide.
Tan la 'AD familiar com l'esporadic donen lloc a la sobreproduccié del péptid AB, un cop aquesta especie
toxica comenca a agregar, es desencadena la cascada de processos que produeixen els simptomes biologics i
neurologics del AD. L’activaci6 de la resposta inflamatoria forma part del cicle de deposici6 amiloide, i
connecta tots dos processos. Tot i que son processos independents, el '’AD es troben connectats i

retroalimentats positivament. Figura adaptada de Herrup, K. (2010).

3.1.3. Immunoterapia contra I'Ap.

Fins avui en dia i encara segueix, s’han investigat moltes estratégies de tractament
contra I'’AD, com ara, la inhibicié dels enzims § i y-secretases, la reducci6 d’agregat
amiloide, I'ds de péptids trencadors de l'estructura en fulla-B (S-breakers), I'alliberacié
d’Ap del cervell o la disminuci6 de la inflamacié associada als deposits d’Ap (Schenk 2002).
Perd sembla a ser que la immunoterapia és I'estratégia més esperancadora i la que esta
guanyant més forca en els darrers anys, de tal manera, que varies vacunes amb anticossos
monoclonals han arribat fins a fases cliniques avancades.

La primera demostracié in vivo de que la immunoterapia anti-Ap era efectiva es va

realitzar en ratolins transgénics PDAPP, el 1999. La immunitzacié activa, administrant el
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peptid AP, reduia drasticament la deposicié en cortex i hipocamp, les dues regions
principals d’acumulacié del peptid (Schenk et al. 1999).

Pel que fa a la immunitzacié passiva, 'administracié d’anticossos monoclonals
(mAb) especifics contra I'’AB, en absencia d’activaci6 de la resposta cel-lular, també
reverteix la perdua de memoria en ratolins PDAPP. En aquest cas pero, I'anticds uneix
especificament el péptid AP soluble, enlloc de I'agregat insoluble. A més, no només uneix
AP cerebral, sin6 que també reconeix AB soluble en plasma i, a nivells més baixos, en el
liquid cerebroespinal d’animals immunitzats (Mohajeri et al. 2002).

Després dels resultats obtinguts en ratolins model, es va prosseguir a iniciar les
fases cliniques en humans. Tot i les bones expectatives, la prova d'immunitzacié activa AN-
1792 (Ellan Phamaceuticals) va ser parada l'any 2002 en fase clinica Ila degut als
simptomes de meningoencefalitis aséptica en el 6 % dels casos (Nicoll et al. 2003).
L’analisi post-mortem, pero, va demostrar la reducci6 de fibres amiloides al cervell dels
pacients (Schenk 2002, Hock et al. 2003). A part de la meningoencefalitis, un altre dels
efectes secundaris d’administrar 'mAb sencer, és que agreuja la angiopatia amiloide
cerebral (CAA), un trastorn dels vasos sanguinis del SNC caracteritzada pel deposit de
material B-amiloide sobre les parets dels vasos (Pfeifer et al. 2002). A part de que la regié
constant (Fc) de l'anticos podria ser la responsable d’activar la resposta complement
donant lloc a la neuroinflamaci6 i microhemorragia, el coadjuvant utilitzat al assaig no era
el més adient.

Després de nombrosos estudis per a prevenir els efectes secundaris no desitjats,
les proves cliniques que més han avancat son les de la vacuna ACC-001, que consisteix en
un derivat del péptid A, i les del anticos AAB-001, o Bapineuzumab, un anticds mAb muri
dirigit contra els residus 1-5 de 'extrem N-terminal del péptid Af (mAb-h3D6), el qual és
especific dels oligomers d’Ap (Jacobsen 2006, Wisniewski, Konietzko 2008, Nitsch, Hock
2008). Malgrat les grans expectatives, aquest ultim tractament ha estat aturat en fase
clinica III, degut a resultats inesperats (Thomas 2012). En fase clinica II, els efectes
adversos del Bapineuzumab han estat lleus i transitoris, pero han causat edema vasogénic
(Rinne et al. 2010). Aquest efecte s’ha relacionat amb la dosi de farmac, i la majoria dels
casos corresponien a portadors del I'al-lel APOE4. Desafortunadament, les restriccions de
dosi i el reclutament de pacients amb l'al-lel APOE3 no han estat suficients per a seguir
amb la fase III (Thomas 2012). Cal mencionar que aquestes proves han estat realitzades en
pacients amb un diagnostic de la malaltia massa avangat, tal i com reivindica la revista

World AD Report 2011 (Prince, Bryce & Ferri 2011).
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3.1.3.1. Fragments recombinants derivats d’anticossos, scFv.

Actualment, la immunitzacié passiva amb fragments variables de cadena senzilla
(single-chain variable Fragment, scFv), és a dir, anticossos mancats de la regié Fc (Figura L.
14), resulta ser una estratégia terapeutica molt esperancadora per a la malaltia d’AD, ja
que no activen la microglia, no produeixen hemorragia cerebral, ni edema vasogeénic, i han
mostrat ser tan potents i especifics com els mAb dels qual deriven (Fukuchi et al. 2006,
Zameer et al. 2008, Robert et al. 2009).

Els fragment d’'unié a 'antigen d’lg (Fab, antigen-binding Fragment), també estan
agafant for¢a com a possible immunoterapia contra I’AD (Figura I. 14). En comparacié amb
els scFv, tenen una menor eficiéncia d’expressioé en E. coli degut a que tenen doble de pes
molecular i que les dues cadenes polipeptidiques es troben unides per un pont disulfur, fet
que dificulta el seu plegament cap a 'estat natiu. A més, tenen tendeéncia a formar homo-
dimers entre les cadenes lleugeres (LC), coneguts coma proteines Bence-Jones. Malgrat
aixo, els Fab, presenten una major estabilitat i afinitat que els scFv, que tendeixen a formar

agregats i son relativament inestables a llarg termini (Hust et al. 2007).
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Figura I. 14. Esquema dels dominis d’Ig i variants recombinants S’hi representa un anticos sencer (IgG), el
fragment d’uni6 a I'antigen (Fab) i el fragment variable de cadena senzilla (scFv). CH, cadena constant i pesada;
CL, cadena constant i lleugera; VH, cadena variable i pesada; VL, cadena variable i lleugera. Imatge extreta de

www.aapsj.org.

L’estratégia dels scFv ha agafat forca al demostrar que la part Fc de I'anticos no és
necessaria quan la diana antigénica son els oligdmers d’Af solubles. A més, mostren major

afinitat per als oligdmers d’Af1-42, i s6n capacos d’ inhibir totalment I'agregacié de I'AB1-42
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(Figura I. 15-A). A més, tenen capacitat de desfer, almenys fins la meitat, la carrega de
fibres ja formades (Figura I. 15-B), entenent que I'scFv també seria especific per als

agregats inicials encara solubles (Bacskai et al. 2002, Zameer et al. 2008).
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Figura L. 15. Cinetica d’agregacié del péptid Afi-42. La cinética ha estat mesurada per intensitat de
fluorescéncia del fluordfor ThT (excitacié a 450 nm i emissié a 482 nm), en presencia o abséncia de I'scFv-A4.
A) Co-incubacié APi1-42+scFv-A4. B) Efecte de I'scFv en mostra pre-agregada. Adaptada de Zameer, A. (2008).

En resum, les principals avantatges dels fragment d’anticossos scFv com a futura

estratégia terapéutica contra I’AD so6n, entre d'altres:

- La manca de la regié Fc evita I'activaci6é de la resposta inflamatoria que es déna

amb els anticossos sencers.
- Mantenen una afinitat per al antigen equiparable als anticossos sencers.

- Els gens dels scFv poden ser manipulats de forma racional per a millorar

'especificitat i afinitat per als oligdmers solubles d’A.

- Sén molt més petits que els anticossos convencionals i, a banda de mostrar una
millor farmacocinética, poden ser modificats per a facilitar el seu pas per la barrera
hematoencefalica, o bé, ser internalitzats en nanoparticules capaces de superar-la

(Gomez, Di Mauro 2012).
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3.2. Amiloidosis de Cadena Lleugera.

L’amiloidosi de cadena lleugera (AL) és una de les amiloidosis sistémiques
humanes més complexes, on la proteina precursora és la cadena lleugera (LC)
d’'immunoglobulines (Ig). L'AL és I'amiloidosi sistémica més comuna en el mén occidental,
amb una incidéncia de 10 pacients per milié per any. La majoria d’afectats s6n majors de
45 anys i la mitja es troba a I'edat de 67 anys, amb una mitjana de supervivencia d’entre

12-40 mesos després de ser diagnosticada (Blancas-Mejia, Ramirez-Alvarado 2013).
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Figura I. 16. Amiloidosi de cadena lleugera (AL). Les cel-lules plasmatiques sén les encarregades de
secretar al plasma tetramers d’'immunoglobulines (Igs) formats per dues cadenes pesades (HC) i dues cadenes
lleugeres (LC) idéntiques unides per ponts disulfur. En condicions patologiques, es déna una secrecid aberrant
de cadenes lleugeres (LC), per part de cél-lules plasmatiques, donant lloc a la deposicié de dimers de LCs en

organs vitals. Figura adaptada de Blancas-Mejia, L.M. & Ramirez-Alvarado, M. (2013).
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L’AL és causada per una anormal proliferacié de cel-lules plasmatiques monoclonals del
moll de 'os, que alliberen una gran quantitat de LCs lliures en circulacig, sovint formant
dimers de LCs (proteines Bence-Jones). A diferencia de 'AH (amiloidosi de cadena
pesada), no existeix una evident relaci6 amb processos tumorals com ara el mieloma
multiple. Aquestes cadenes agreguen formant fibres amiloides a I'espai extracel-lular de
diferents organs, sobretot ronyons, cor, fetge, tracte gastrointestinal i nervis periferics,
provocant la seva fallida (Figura 1. 16). Els tractaments actuals especifics contra
I'amiloidosi AL no s6n curatius (Ramirez-Alvarado 2012). La preséncia de LCs lliures al
sérum i/o orina és freqlient en individus majors de 50 anys, pero tan sols un baix nombre
desencadenara I’AL. La deposicié amiloide és conseqiiéncia de les propietats estructurals i
biofisiques de la proteina amiloidogenica i de l'entorn fisiologic del teixit implicat

(Ramirez-Alvarado, Kelly & Dobson 2010)

3.2.1. Variabilitat de seqiiéncia de les LC i amiloidogénesi.

La gran variabilitat de seqiiéncia de les LCs s’obté per recombinaci6 aleatoria de
fragments de gens germinals d’Ig: els gens IgV, Ig] i IgC, i per hipermutacions somatiques,
conservades i no-conservades, que milloren l'afinitat per I'antigen. En funci6 de la
recombinacié d’aquests gens, existeixen dos tipus de LCs: kLCs i ALCs. Estudis
comparatius, revelen que les seqiiencies germinals kI, A1, All, Alll, i AVI (especialment les
linies kI 018/08 i AVIa) es troben més representades en pacients d’amiloidosi AL,
contenen més mutacions no conservatives i sén intrinsecament més propenses a
I'agregaci6 que les seqliéncies d’LCs normals (Comenzo et al. 2001, Abraham et al. 2003).
La combinaci6 de gens i mutacions fan que cada pacient d’AL presenti una tnica seqiiencia
proteica amb diferent tendéncia a formar fibres amiloides, que es dipositaran en drgans
diferents, variant el rang de severitat de la malaltia, fet que complica el diagndstic i el
posterior tractament. (Ramirez-Alvarado 2012).

S’han realitzat molts estudis amb I'objectiu de trobar patrons de mutacié comuns
entre el gran nombre de seqliéncies d’AL, aixi com caracteristiques estructurals que
impliquin més o menys tendencia amiloidogénica (Stevens 2000). Tot i ser molt util,
I'analisi de seqiiencia no resulta suficient. Un exemple seria la proteina Jto, de pacient de
mieloma multiple, que conté una seqiiéncia quasi idéntica a la proteina Wil, de pacient
d’AL. Totes dues deriven de la mateixa linia germinal AVI, perd la primera no causa
disfuncié organica ni agregats amiloides, tal i com ho fa la amiloidogenica Wil (Wall et al.

1999).

38



[I-Introduccié Amiloidosi o Malalties Amiloidogeniques

Sembla a ser que, enlloc del nombre de mutacions, seria la seva localitzacié
respecte la seqiiencia germinal i com afecten al plegament de la proteina, el que podria
ajudar a entendre els determinants amiloidogenics i fer pronostic avangat de 'evolucié de

la malaltia (Poshusta et al. 2009).

3.2.2. Estabilitat i agregacié de les cadenes LC.

Per a les proteines en general, ha estat demostrat que no hi ha una correlaci6
directa entre la perdua d’estabilitat i una major tendéncia a I'agregacié (Cerda-Costa et al.
2009). Tot i aixo, estudis inicials d’estabilitat termodinamica de LC implicades en AL,
apunten cap a una correlacié entre mutacions no conservades, desestabilitzacié del estat
natiu i augment de la capacitat amiloidogenica (Hurle et al. 1994, Stevens et al. 1995). A
més, tots ells coincideixen en que la majoria de LCs segueixen una transicié de equilibri
plegat-desplegat de dos estats depenent de nucleacié i reversible, en la que s’acumula un
intermediari cinétic parcialment desplegat, capa¢ de desviar la via de desplegament cap a
I'amiloide (Wall et al. 1999, Qin et al. 2007, Blancas-Mejia et al. 2009).

Aquest intermediari cinétic és considerat el precursor de la via amiloide, ja que és
capa¢ d’adoptar una estructura no nativa rica en fulla-f3, autoassociar-se i, finalment,
formar fibres B-amiloides. (Blancas-Mejia, Ramirez-Alvarado 2013). Es interessant citar
que Khurana et al. van descriure la presencia, depenent de les condicions, de dos tipus
d’'intermediaris cinétics diferents: I'intermediari natiu (Ix) que seria precursor d’agregats
amorfs, i l'intermediari desplegat (Iy) que promouria la via amiloide. Caldria pero,
aprofundir més en les cinétiques de formaci6 i d’equilibri conformacional d’aquests dos
estats (Khurana et al. 2001).

Es sabut que les fibres amiloides no es formen sota condicions que afavoreixen
I'estat natiu o el totalment desplegat. Aix0d suggereix que, a condicions fisiologiques, és
necessari que es donin canvis conformacionals de I'estat natiu per poder entrar a la via
amiloide (Blancas-Mejia et al. 2009). Per tant, es dedueix que certes mutacions somatiques
afecten directament a la conformacio6 nativa de la proteina, i afavoreixen I’estabilitzacié del

estat intermediari, fent que la proteina adquireixi un alt potencial amiloidogénic.

3.2.3. Determinants estructurals de les proteines LCs amiloidogéniques.

kIl 018/08 i A6a son les dues linies germinals més abundants en pacients d’AL.
Totes dues tendeixen intrinsecament a formar fibres amiloides i presenten una estabilitat
termodinamica semblant, tot i que la A6a segueix una cinetica de fibril-lacié més rapida

que la xI 018/08 (Blancas-Mejia, Ramirez-Alvarado 2013). Encara calen més estudis per
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explicar perque aquestes dues linies germinals, i les proteines AL derivades d’elles, son
més amiloidogeniques que les linies germinals d’Ig de pacients sans.

Partint d’aquesta tendencia natural, aquestes dues proteines han estat comparades
exhaustivament amb les seves corresponents proteines AL mutades, amb la finalitat
d’entendre la contribucié d’'una nica mutacié en I'estructura i 'estabilitat termodinamica
de la proteina i el perque aquestes es troben més desestabilitzades respecte la germinal.

Les proteines amiloidogeniques AL-09, AL-12 i AL-103 (amb 7, 8 i 4 mutacions,
respectivament), comparteixen més d'un 90% d’identitat amb la seva proteina germinal,
kl 018/08, i totes adopten el plegament candnic de les Igs (Figura 1. 17). Tot i aixo, la
proteina germinal és termodinamicament més estable i segueix una cinética de fibril-lacié
més lenta que les amiloidogeniques (Baden et al. 2008b, Sikkink, Ramirez-Alvarado 2008,
Randles et al. 2009). De la mateixa manera succeeix amb la linia germinal AVIa i la proteina
Wil, que en deriva d’aquesta i presenta 11 mutacions somatiques (del Pozo Yauner et al.
2008).

Dins del heterotetramer d’Igs amb un plegament correcte, el domini Vi, i el domini
Vu es troben units no-covalentment formant una interficie dimérica amb una estructura
terciaria i quaternaria molt conservada. En el cas d’AL, el 85% del pacients amb AL
secreten dimers de LCs lliures en el plasma (proteines Bence-Jones), on els dominis V.-V,
s’associen formant la mateixa interficie que els dimers Vi-Vu d’Ig (Novotny, Haber 1985).

Per tant, 'estudi d’aquests dominis variables i la seva conformacié dimeérica és necessaria.
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Figura I. 17. Alineament multiple de dominis V. amiloidogénics i la seva linia germinal xI 018/08.
L’alineament multiple respecte la linia germinal kI 018/08 mostra la diversitat de mutacions somatiques dins
de les seqiiéncies. AL-12 conté 8 mutacions, de les quals 7 no sén conservatives, mentre que ’AL-103 conté 4 i
totes no conservades, inclosa la insercié de la prolina 95Prolns. L’AL-09 conté 7 mutacions, 3 de les quals no
sén conservatives. Gran part de les mutacions es localitzen al CDR1 i CDR3, i regions FR. Totes elles segueixen

la nomenclatura Kabat (Kabat 1983). S indica fulla-f.
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3.2.3.1. Interficie dels dimers V-V, i amiloidogenesi.

Els dominis Vi d’Igs adopten un plegament de tipus barril-B, format per nou
cadenes (A, B, C, C, C”, D, E, F, i G) empaquetades en dues fulles-f i unides per un pont
disulfur, deixant enterrat el nucli hidrofobic. Les cadenes B-C, C’-C” i F-G estan
connectades pels loops CRD, que es troben exposats a la superficie del domini (Figura I.

18).

A) Immunoglubina G B) Cadena Lleugera
(LC)
/)
!,--T-f:;" i !
-‘-’i.
Damini V,

Figura I. 18. Estructura d'immunoglobulines i dominis V1. A) Estructura de raigs-X de I'anticos k-IgG [codi
PDB 1IGT]. Dues cadenes pesades (verd) i dues cadenes lleugeres (groc) s’associen formant I'heterotetramer.
B) Estructura de la cadena lleugera sencera (LC), tan el domini C. (vermell) com el domini V1. (groc) presenten
el plegament caracteristic d’Igs. C) Alineament estructural de les estructures cristal-lines de les linies
germinals amiloidogéniques AVL 6aJL2 (groc) i kVL k1 018/08]JK2 (vermell) [codi PDB 2WOK i 2Q20,
respectivament]. Les regions FR mostren una estructura similar, mentre que les regions CDRs (blau) mostren
diferencies significants degut a I'elevada variabilitat de seqiiéncia. Totes dues linies contenen el residu Trp35
conservat (barres negres), i es localitza molt proper al pont disulfur tipic dels dominis d’Igs (barres grises).

Figura adaptada de Blancas-Mejia, L.M. & Ramirez-Alvarado, M. (2013).

Estudis de modelatge estructural amb sequiéncies Vi de pacients d’AL, realitzats
per Ramirez-Alvarado i col-laboradors, reporten que la majoria de mutacions es localitzen
en la interficie dimerica (cadenes-$ C, F i G), sobretot mutacions cap residus d’histidina

(Poshusta et al. 2009, Peterson et al. 2010).
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En aquest sentit, la proteina germinal kI 018/08 cristal-litza en forma de dimer
canonic mentre que la proteina amiloidogénica AL-09, amb tres mutacions no conservades
dins o properes a la interficie, adopta una estructura de dimer alterat, amb una rotacié
entre dominis de 90° respecte la germinal (Figura I. 19-A,B) (Baden et al. 2008a). El residu
Tyr87 es troba conservat en més del 95% de les seqiiencies germinals A i k. La seva
mutacid restaurativa, cap al residu conservat de la seqiliéncia germinal en aquesta posicio
(AL-09 H87Y), mostra que aquest Unic canvi estabilitza la proteina, retarda la formacié
amiloide i recupera la conformacié per a poder adoptar la interaccié dimeérica canonica de

I 018/08.

A) B)

e
) ( A L}f’

Figura L. 19. Diferencies en la interficie dimerica entre el dimer d’AL-09 i de kI 018/08. L’estructura

cristal-lina del dimer V.-VL de la proteina germinal kI 018/08 (a) adopta la interficie dimérica canonica d’Igs,
mentre que la proteina amiloidogénica AL-09 mostra una interficie dimérica rotada 90 °C respecte la germinal.

Figura adaptada de Baden, E.M. (2008).

Un altre exemple d’alteracié de la interficie de dimers V.-V, és la proteina LEN,
implicada en mieloma multiple. La proteina LEN, amb dues mutacions puntuals, forma
dimers rotats 180° respecte la seva proteina nativa degut a canvis electrostatics en la
interficie (Pokkuluri et al. 1998). Resultats similars han obtingut Del Pozo Yauner et al.
comparant la proteina germinal A6a amb el mutant puntual A6a R25G (del Pozo Yauner et
al. 2008). Sembla a ser que les cadenes LCs monomeériques interaccionen entre elles
adoptant diferents conformacions dimeriques, convertibles entre elles. Per fluctuacions
conformacionals adopten la interficie més favorable energeticament, ja sigui la interficie
canonica o alterada (Figura I. 20). Els residus situats a la interficie determinen quina
d’elles és més favorables, o si varies interficies poden existir al mateix temps ja que
presenten un panorama energetic semblant (Peterson et al. 2010). Per tant, determinades
mutacions en la interficie dimerica estabilitzen dimers no canonic, fet que pot estar

relacionat amb potenciar I'amiloidosi.
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Figura I. 20. Promiscuitat de la interficie dimeérica dels dominis V. amiloidogénics. Les mutacions
somatiques als residus 34 i 87 generen quatre possibles conformacions de la interficie dimérica. A) Malgrat la
feble Kq, 1a mutaci6 reciproca en el domini kI 018/08 Y87H pobla tan sols una tnica conformacié rotada 180 °
respecte la canonica. B) La interficie N34/Y87 de la linia germinal kI 018/08 permet multiples conformacions,
on la canonica és més favorable que les altres (groc). C) El domini amiloidogenic AL-09 (interficie N34 /H87)
també presenta diferents conformacions, sent favorable la rotada 90 ° respecte la canonica. D) La mutacid
restaurativa de AL-09 H87Y recupera la conformaci6 canonica de la interficie dimérica. Figura adaptada de

Peterson, F.C. (2010).

Pel que fa a cinétiques de fibril-lacié, no existeix una clara correlacié entre la
promiscuitat a un tipus de interficie dimerica i una major tendencia amiloide. Tot fa
pensar que les cadenes LCs amiloidogéniques adquireixen una estructura de dimer alterat
exposant regions més propenses a l'agregacid. Seria necessari estudiar els residus que
formen part de nucli hidrofobic de les fibres d’AL per determinar quins contactes s6n més

amiloidogénics (Peterson et al. 2010).

3.2.4. Futures estratégies terapéutiques.

Actualment, els tractaments contra I'’AL no sén curatius (Blancas-Mejia, Ramirez-
Alvarado 2013). Un diagndstic acurat, determinar quins organs es troben afectats, i el risc
associat a les diferents modalitats de tractament, és el primer pas per a poder fer un
tractament adequat de la malaltia. L’objectiu dels tractaments contra I'amiloidosi d’AL és
aconseguir reduir la concentracié de LC lliure en circulaci6; si no és completament, si el
minim per aturar la progressié de la malaltia i millorar la funcionalitat organica (Ramirez-
Alvarado, Kelly & Dobson 2010).

Els tractaments que es duen a terme inclouen la quimioterapia i l'auto-

trasplantament de cel-lules mare, dirigits contra la poblacié de cel-lules plasmatiques
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malignes del moll de 'os, secretores en excés de les LCs lliures. Tot i que resulten forga
eficacos, part dels pacients d’AL mostren intolerancia i desencadenen disfunci6 organica.

Tot i el tractament actual, la immunoterapia cada cop esta agafant més for¢a com a
futura estrategia en les malalties amiloidogeniques en general. Pel que fa a I’AL, ja ha estat
desenvolupada i avaluada, en ratolins model de I'AL, I'eficacia terapéutica del anticds
monoclonal muri mAB-11-1F4, que reconeix especificament les fibres amiloides de LC,
disminueix la quantitat total dipositada i millora el funcionament dels organs afectats
(Solomon, Weiss & Wall 2003, O'Nuallain et al. 2007). Tot i ser un avang terapeéutic, el
tractament requereix combinar-se amb la quimioterapia o l'auto-trasplantament per a
poder eliminar les cél-lules plasmatiques malignes.

De la mateixa manera que en I’AD i la majoria de les malalties amiloidogéniques, en
els darrers anys s’ha demostrat que I’estat monomeric o I'intermediari oligomeric soluble
son la principal especie citotoxica en I’'AL, més que les fibres insolubles. Pel que fa a I'AL,
les cadenes LC solubles son internalitzades dins de les cel-lules renals o cardiaques, de
forma que s’altera 'homeostasi, 'estat redox de la cél-lula, i s’incrementa les espécies
reactives d’oxigen (ROS) i I'estrés cel-lular. A més, també s’ha observat un deéficit en la
contraccio i relaxacio dels cardiomiocits (Brenner et al. 2004, Trinkaus-Randall et al. 2005,
Sikkink, Ramirez-Alvarado 2010). Recentment s’ha vist que, les proteines LCs derivades de
pacients d’AL, indueixen apoptosi de les cel-lules de cardiomiocits a través de la via p38-
MAPK. El tractament per inhibir selectivament aquesta via atenua, significativament,
I'estrés oxidatiu, la disfuncié cel-lular i 'apoptosi desencadenada per les cadenes LCs (Shi
etal. 2010).

Malgrat que els tractaments actuals contra I’'AL es basen en la quimioterapia contra
les cel-lules plasmatiques secretores de LCs, o bé, en mAb especifics de les fibres
amiloides, les futures estratégies terapeutiques han d’anar enfocades cap al
reconeixement especific de les espécies solubles, segrestant-les per evitar la seva
citotoxicitat i evitar la seva associacié en fibres amiloides. Malauradament, la ciéncia
actual encara es troba lluny d'un tractament terapéutic curatiu. Per a aconseguir-ho, cal
entendre millor la correlacié entre fibrogenesis i estabilitat termodinamica dels dominis
Vi, aixi com una millor identificacié de les espécies citotoxiques i el seu mecanisme de
dany cel-lular i tissular. A més, poc es coneix sobre el paper que juga 'entorn cel-lular en la

modulacié del grau de deposicié amiloide i la seva especificitat de teixit.
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4. INTERACTOMA I MALALTIES HUMANES.

Les patologies humanes en general, entre elles I'amiloidosi, tenen un origen i
segueixen un mecanisme molecular patoldgic especific que les caracteritza. El seu estudi a
nivell local i molecular és indispensable per tal d’esbrinar I'etiopatologia de cada una
d’elles. Pero, és evident, que dins de la complexitat del organisme huma, molts son els
processos que participen a desencadenar el gran ventall de patologies humanes o a fer que
aquestes progressin i afectin negativament al conjunt del sistema huma. A part del punt de
vista molecular, tal i com s’ha descrit en el cas de I'AD o I'AL, és necessari adquirir una
visi6 més general de com aquestes patologies alteren el perfecte entramat biologic que
sosté i regula els processos biologics essencials que es donen dins la cel-lula, com ara la
divisié cel-lular, 'obtenci6 d’energia o la transduccié de senyals. Aquest entramat és
conseqliencia de multiples interaccions entre un gran nombre de biomolécules que es
troben interconnectades entre si formant xarxes d’interaccié o interactomes. Les cel-lules
de mamifers contenen, aproximadament, 1 bilié de molecules proteiques, de les quals un
10% es troben implicades en processos de transduccié de senyal. (Good, Zalatan & Lim
2011). Entendre com les proteines interaccionen entre elles i realitzen funcions dins la
cél-lula, alhora que sén altament regulades i modulades, és essencial per a comprendre el
funcionament global de la cel-lula i, a partir d’aqui, tracar noves vies biologies i aprofundir
en les malalties relacionades, sovint estudiades a nivell molecular, sense tenir en compte
la repercussié o I'origen que tenen dins la xarxa cel-lular o interactoma. Es emergent la
necessitat d’entendre les diferents patologies humanes a nivell de xarxes interconnectades
a diferents estrats (protedmic, genomic, ambiental..), un punt de vista actualment
nomenat com a diseasome, en anglés (Figura . 21). [ en aquest sentit, la protedmica hi juga

un paper molt important (Rain et al. 2001, Goh, Choi 2012).

4.1. Proteines hub i dominis modulars.

La caracteristica principal dels mapes d’interacci6 proteina-proteina és la
presencia de grans nodes centrals (o hub proteins) que actuen com a plataformes
d’interaccid entre els diferents moduls en els quals esta organitzat el proteoma (Zhang, Xu
& Xiao 2013). Les proteines hub no acostumen a presentar activitat enzimatica especifica,
siné que son elements centrals al voltant dels quals s’organitza tot el proteoma cel-lular,
regulant i connectant els processos biologics entre si, tan fisica com temporalment
(Uversky 2013). Esdevenen proteines de suport (o scaffold) que coordinen 'assemblatge i
I'especificitat del flux d’informacié intracel-lular (Good, Zalatan & Lim 2011). A més,

aquestes proteines es troben molt conservades evolutivament (Vallabhajosyula et al.
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2009). Un exemple de proteina de suport seria la proteina de llevat Ste5 o la de mamifer
KSR, essencials en la via de senyalitzacié MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) (Figura
I. 22-B), o bé la proteina post-sinaptica PSD-95 de la familia de proteines MAGUK
(Membrane Associated Guanylate Kinase) (Figura L. 22-A).

A) SENYALITEACIO INTERCEL-LULAR B) SENYALITZACK) INTRACEL-LULAR
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Figura I. 21. Representacié de l'organitzacié del flux d’informacié cel-lular . A) El domini PDZ de la
proteina post-sinaptica PSD-95 controla els receptors de glutamat NMDA i AMPA de la sinapsis neuronal. B)
Les proteines suport Ste5, en llevats, i KSR, en mamifer, controlen la via de senyalitzaci6 MAPK intracel-lular.

Figura adaptada de Good, M.C. (2011).

Les proteines hub sovint exhibeixen regions desestructurades o modulables, és a
dir, no adopten un plegament tridimensional determinat en el espai, rad per la qual se les
pot classificar com a proteines o regions intrinsecament desestructurades (IDPs,
Intrinsically Disordered Proteins), on I'estat natiu és desordenat, amb una gran plasticitat i
adaptabilitat estructural, crucials per adaptar-se a la diversitat funcional necessaria per a
participar i regular diferents vies d’'informacié bioldgica. (Huse, Kuriyan 2002, Dunker et
al. 2008). Tendeixen a una transicié constant ordenat-desordenat com a resultat d’unir-se
i separar-se del seu lligand altament especific i amb una constant d’afinitat molt baixa.
Aixi, les IDPs facilment poden unir-se a diferents proteines canviant la manera d’associar-

se amb cada una d’elles (Good, Zalatan & Lim 2011).
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4.2. Dominis PDZ.

Les proteines hub estan organitzades en varis dominis associats,
conformacionalment independents, i units entre ells per diferents tipus de connectors
(Good, Zalatan & Lim 2011).

Aquests dominis modulars deixen accessible la superficie de uni6 a les seves
dianes especifiques i reconeixen una regié o motiu estructural especific que els fa
caracteristic.

Els dominis PDZ sén un dels moduls d’interacci6é proteina-proteina més abundant
en mamifers (Figura I. 22). En humans, més de 250 tipus de dominis PDZ formen part de
150 proteines hub diferents, esdevenint elements essencials dins les xarxes d’informacio

cel-lular (Ivarsson 2012).
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Figura L. 22. Exemple de proteines multidomini que contenen dominis PDZ. Els dominis PDZ s6n un dels
moduls més abundants en proteines hub de mamifers, esdevenint elements essencials per a les xarxes de flux

d’informaci6 cel-lular.

El seu nom prové de les tres primeres proteines en les que van ser identificats, fara
més de 20 anys: Post Synaptic Density protein-95 (PSD-95), Disc Large tumor supressor
(DLG), i Zonula-Occludens-1 (Z0-1). Totes elles son proteines que organitzen processos de
transducci6 de senyal, adhesi6 i trafic cel-lular (Zhang2013).

Els dominis PDZ reconeixen els extrems C-terminals d'una gran varietat de
proteines. Prenen especial importancia en el manteniment de la polaritzaci6 cel-lular i en

processos de transducciéo de senyal a través de la membrana plasmatica, com ara la
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sinapsis (Sierralta, Mendoza 2004). I recentment, s’han descrit certs aspectes
conformacionals d’aquests dominis que podrien estar implicats en la regulaci6 de noves
funcions. Com per exemple, el segon domini PDZ de la proteina ZO (zonula occludens)
regula la 'adhesié cel-lular a través de la seva dimeritzacié (Umeda et al. 2006, Wu et al.
2007), o el tercer domini PDZ de la proteina PSD-95, que modula I'afinitat i 'especificitat
de la butxaca d'uni6 des de regions distants de la molecula, a través d’interaccions

al-lostériques intra-domini (Lockless, Ranganathan 1999, Jemth, Gianni 2007).

4.2.1. Caracteritzacio estructural dels dominis PDZ,

Els dominis PDZ s6n proteines globulars relativament petites, d’aproximadament
90 residus. L’estructura canonica dels PDZ consisteix en un barril-f3, format per cinc o sis
cadenes (B1-B6), rodejat per dues helix-a, 'al més curta que 'a2 (Figura I. 23). Dins
I'estructura, els extrems N i C-terminal es situen molt propers entre ells, facilitant la seva
inserci6 dins la proteina, i oposats a la conservada butxaca d'unié al lligand, una cavitat
situada entre la cadena-B2 i I'hélix-a2 (Lee, Zheng 2010). Tot i compartir el mateix nucli
estructural, els dominis PDZ difereixen entre ells per a la variabilitat de les regions
estructurades en loop, i poden presentar estructures secundaries addicionals (Ivarsson

2012).

A)

Figura I. 23. Representaci6 del plegament canonic dels dominis PDZ. A) Domini PTP-BL PDZ2 (codi PDB
1GM1). B) Domini PDZ de la proteasa D1 (codi PDB 1FC7). C) Domini GRASP55 PDZ1 (codi PDB 3RLE). Les

cadenes-f3 situades en els extrems N- i C-terminals es troben marcades en blau i vermell, respectivament.

Inicialment, els dominis PDZ han estat classificats segons la naturalesa dels quatre
ultims aminoacids C-terminals dels lligands que reconeixen (Songyang et al. 1997, Lee,

Zheng 2010). La taula L. 2 resumeix els tres tipus de classes canoniques dels dominis PDZ.
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Taula I. 2. Classificaci6 de dominis PDZ en funcié de la seva especificitat d'unié. Depenent del motiu C-
terminal dels lligands especifics que reconeixen els dominis PDZ, aquests han estat classificats en classe I, IT i

III. (X representa qualsevol aminoacid, i ¢ tan sols residus hidrofobics).

Motiu C-terminal Exemple de domini PDZ
Classe | [X-(S/T)-X-(V/1)coon] PSD95-PDZ3
Classe Il [X-D-X-Dcoon] GRIPP1-PDZ3
Classe Il [X-(D/E)-X-®¢oon] nNOS-PDZ

Aquesta classificacid, pero, no explica la gran heterogeneitat selectiva dels dominis
PDZ per a reconeixer extrems C-terminals. L’existéncia d’altres mecanismes moleculars
necessaris per a modular I'afinitat i I'especificitat d’aquests dominis, com ara la regulaci6
al-lostérica intra-domini, complementarien aquesta classificacié inicial (Petit et al. 2009,

Camara-Artigas et al. 2010, Mostarda, Gfeller & Rao 2012).

4.3. La proteina PSD-95.

La proteina PSD-95 (Post Synaptic Density protein-95), també coneguda amb el
nom de SAP90 o Dlg4, és un exemple de sistema multimodular hub i forma part de la
familia de proteines MAGUK (Membrane Associated Guanylate Kinase). Es localitza a la
regi6 de densitat post-sinaptica de les espines dendritiques, on hi trobem un complex
supramolecular electro-dens, d’aqui el seu nom, format per una gran concentraci6 de
receptors de glutamat NMDA i AMPA.

La PSD-95 organitza la transduccié de senyals i coordina el trafic molecular de la
sinapsis neuronal (Figura I. 24). La seva funcié principal és la d’agrupar i localitzar
receptors de membrana NMDA i AMPA, i canals ionics de Na* (Elias, Nicoll 2007). També
interacciona amb varies proteines citoplasmatiques, com per exemple la Sintasa neuronal
d’Oxid Nitric (nNOS) implicada en la excitotoxicitat neuronal, o la proteina CRIPT
(Cysteine-Rich Interactor Protein); com també interactua amb proteines associades al
citoesquelet, com la F-actina (Passafaro et al. 1999, Sheng, Sala 2001).

La proteina PSD-95 és la proteina hub més abundant de la densitat post-sinaptica i,
com totes les de la familia MAGUK, esta formada per tres dominis PDZ, un domini SH3
(SRC Homology 3 Domain) i un domini GK (Guanilat Kinasa). Tots cinc actuen com a
dominis moduladors d’interaccié proteina-proteina. Els dominis SH3 i GK, es troben
implicats en la dimeritzacié de la proteina PSD-95. La unié de lligands al loop entre tots
dos dominis provoca el seu canvi conformacional i promou la formacié d’homodimers de

PSD-95 (Nix et al. 2000, McGee et al. 2001, McGee, Bredt 2003).
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Figura I. 24. Localitzacié post-sinaptica i interaccions moleculars de la proteina PSD-95. A) La proteina
PSD-95 es localitza a la densitat post-sinaptica de les espines dendritiques (S). La fletxa senyala la presencia de
receptors NMDA marcats amb particules d’or. B) A la terminal post-sinaptica, la proteina PSD-95 interacciona

amb receptors de membrana, canals de sodi, i proteines citoplasmatiques nNOS i CRIPT.

Pel que fa als dos primers dominis de la proteina PSD-95, PDZ1 i PDZ2, presenten
una estructura i propietats d’'unié molt similars, i es troben separats per una seqiiencia
d’aminoacids molt curta, inferior a 5 residus, rigida i molt conservada entre les diferents
especies. Els dos dominis estableixen contactes entre si, formant un tandem que promou la
dimeritzacié de receptors o canals idnics, necessaria per a ser funcionals, o bé com a

metode selectiu de I'especificitat d’'unié amb la molecula diana (Long et al. 2003).

4.3.1. Domini PDZ3 de la proteina PSD-95.

El tercer domini de la proteina PSD-95, d’ara en endavant anomenat PDZ3, és una
de les tres proteines presentades en aquesta Tesi Doctoral. Aquest domini, igual que els
altres dos, té la funcié d’interaccionar amb diferents molécules diana. Pero, el cas del
domini PDZ3 és un clar exemple de modulacié de I'afinitat i 'especificitat d'unié més enlla
de la regi6 d’uni6 a lligands, a través de interaccions al-lostériques intra-domini. La seva
plasticitat estructural i les propietats dinamiques de plegament han fet que el domini
PDZ3 hagi estat objecte de nombrosos estudis termodinamics a la fi d’aprofundir en les
caracteristiques conformacionals dels dominis PDZ en general. La seva estructura

cristal-lina va ser la primera de tots els dominis PDZ en ser resolta (Doyle et al. 1996).
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4.3.1.1. Helix-a3 addicional del domini PDZ3.

A nivell d’estructuracié canonica dels dominis PDZ, el PDZ3 (residus 302-402) rep
especial atenci6 ja que conté una hélix-a addicional (a3, residus 394-402) a I'extrem C-
terminal, empaquetada contra l'estructura central del domini, concretament contra les
cadenes 2 i 33 d’'una de les dues fulles-f3 que formen el barril- (Figura I. 25-B)

Fins fa poc, els cristalls del PDZ3 eren mancats d’aquesta helix-a addicional, degut
a que la sequiéncia proteica contenia un artefacte de clonacié a l'extrem C-terminal
(residus 403-415), que adoptava una conformacié en (-hairpin antiparal-lel (cadena-f35),
tal i com s’observa a la figura 1. 25-A. Entre d’altres, CAmara-Artigas, A. i col-laboradors,
van resoldre 'estructura real del domini PDZ3 (codi PDB 3K82). Al comparar-lo amb els
resultat anteriors, van veure que aquesta diferéncia conformacional modifica la plasticitat
i funcionalitat de la proteina PSD-95, ja que I'hélix-a3 esta totalment implicada en el

plegament i I'afinitat del domini (Petit et al. 2009, Camara-Artigas et al. 2010).

A) B)

Figura I. 25. Estructura cristal-lina del domini PDZ3. A) Primera estructura adquirida (residus 302-415)
amb l'artefacte de clonaci6 a 'extrem C-terminal que adopta una estructura en B-hairpin (cadena-f35). Figura
adaptada de Doyle, D.A. (1996). B) Estructura real del domini PDZ (residus 302-402) amb I'helix-a3 addicional
I'extrem C-terminal (blau) i les distancies més properes al péptid lligand (5.8 A la Tyr397 i 6.9 A la Phe400).
Figura adaptada de Petit, C.M. (2009). Detall del péptid lligand a la butxaca d'unié (f2-a2) en groc (A) i
magenta (B).

Aquesta tercera hélix-a es localitza distant del centre actiu del domini i no
estableix un contacte directe amb el C-terminal del péptid a unir, els residus de ’hélix més
propers al péptid, son la Tyr397 i la Phe400, que es situen a 5.8 A i 6.9 A del péptid, massa

distancia per a establir algun tipus d’interacci6 (Petit et al. 2009). Recentment, ha estat
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demostrat que la fosforilaci6 de la Tyr397 desestabilitza I'hélix-a3, desempaquetant-la del
domini global. Conseqiientment, I'afinitat per al lligand disminueix fins a quatre vegades
(Zhang et al. 2011). Encara més, la delecié dels tltims 7 residus de I'hélix-a3 redueix fins a
21 vegades l'afinitat per al lligand. La taula 1. 3 mostra els parametres termodinamics

obtinguts del mutant A7ct-PDZ3.

Taula I. 3. Parametres termodinamics de la interaccié del domini PDZ3 i el péptid lligand CRIPT. Dades
extretes de Petit, C.M (2009).

Proteina Kq (1M) AH (keal/mol) -TAS, (kcal/mol)
pDz3303-402 1.2 (0.1) -9.70 (0.12) 1.66 (0.06)
A7ct-PDZ3 25.7 (3.6) -10.27 (0.68) 4.00 (0.59)

A part del descens de T'afinitat respecte el domini sencer, el fet que els valors
d’entalpia (AH) siguin practicament iguals entre ells, indica que la delecié de I'hélix té un
efecte purament entrdpic (AS), sense afectar les interaccions i el plegament natiu de la
proteina. [ que, per tant, I'afinitat dinamica del domini PDZ3 esta regulada al-lostéricament

per I'helix-a3 addicional (Petit et al. 2009).

4.3.1.2. Loop 32-33 del domini PDZ3.

A part de I'hélix-a3, s’han identificat altres regions del domini PDZ3 que també
influeixen directament sobre la capacitat d'uni6 a peptids.

Per simulaci6 de Dinamica Molecular, s’ha identificat que part del péptid lligand
interacciona directament amb el loop que connecta les cadenes B2 i B3, format pels residus
Gly329-Gly335 (GGEDGEG). Concretament, dos residus de Lys del peéptid lligand
estableixen interacci6 electrostatica amb el Glu331iI’Asp332 (Figura L. 26-A).

Aquests contactes sén dinamics, s’intercanvien entre ells en una escala de

nanosegons, rao per la qual ha estat dificil detectar-les (Mostarda, Gfeller & Rao 2012).
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Figura I. 26. Representacio dels residus del loop B2-83 del domini PDZ3 implicats en la interaccié amb
peptids i I'helix-a3 addicional. A) Model del domini PDZ3 (groc) on es detalla la butxaca d'uni6 a peéptids
(blau) i la interacci6 entre els residus Asp332 i Glu331 (loop 2-B3) amb la Lys-4 del peptid. B) Interaccions
ioniques de I'hélix-a3 (Glu401 i Arg399) amb el loop al-B4 (Lys355), i amb el loop $2-B3 (Glu334). Imatges
adaptades de Mostarda, S. (2012). C) Detall de I'anell de succinimidina format per el residu Asp332. Imatge
adaptada de Cdmara-Artigas, A. (2010).

Tot plegat demostra que el loop 2-f3, molt proper a la butxaca d'uni6, juga un
paper central en I'afinitat del domini PDZ3 i es troba regulat al-lostéricament per la regié
distant i addicional a3, i que 'afinitat del domini PDZ3 es troba estabilitzat per una xarxa
de contactes dinamics intra-domini i amb el péptid, tan al-lostérics com ionics i que

impliquen diferents parts de la molécula.

4.4.. Malalties relacionades amb els dominis PDZ.

El fet que existeixi un gran nombre de proteines hub i que juguen un paper crucial
en els processos biologics, no fa inesperat que moltes d’elles es trobin implicades en
patologies humanes. La pérdua del seus rols déna lloc a una extensa varietat de malalties,
com ara cancers, malalties neurodegeneratives (I’AD i Parkinson), malalties
cardiovasculars, o diabetis tipus-1I (Rezaei-Ghaleh, Blackledge & Zweckstetter 2012).

Totes elles relacionades amb proteines de reconeixement, regulacié i/o senyalitzacid
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cel-lular, funcions que, tal i com s’ha descrit anteriorment, solen implicar regions o
proteines IDPs (Uversky, Fink 2004, Uversky 2013).

La gran quantitat de proteines humanes que contenen dominis PDZ, es troben
distribuides en regions especialitzades de la cél-lula, principalment en els contactes
epitelials intracel-lulars. La estricta localitzacié d’aquestes proteines i les seves funcions
de regulacio de la transducci6 de senyal i polaritat cel-lular, implica que qualsevol
alteracié a nivell estructural o d’expressié resulti en el desenvolupament de malalties
humanes, sobretot pel que fa una gran varietat de cancers (Facciuto et al. 2012).

En els darrers anys s’han identificat varietats de virus humans que codifiquen
proteines que interaccionen i pertorben la funcié dels dominis PDZ, com a estratégia per a
la seva replicacié (Focant, Hermans 2013). Un exemple és el cas del virus del papil-loma
huma, que expressa la proteina oncogenica HPV-E6, la qual conté, en el seu extrem C-
terminal, el motiu de reconeixement dels dominis PDZ (Pim et al. 2012).

En el cas concret de la proteina post-sinaptica PSD-95, s’ha vist implicada en
malalties humanes, com ara I’Autisme o I’AD.

En el cas de I'Autisme, existeix un déficit del factor de transcripcié MEF-2 (Myocyte
Enhancer Factor-2), el qual s’encarrega de regular el nombre de sinapsis neuronals
mitjancant la rapida i selectiva eliminacié de la proteina PSD-95, que estabilitza els
receptors AMPA, i afavoreix al pas d'informaci6 augmentant el nombre d’espines
dendritiques especialitzades en rebre impulsos sinaptics. Per tant, la seva no degradacié
selectiva es reflexa en una hiperexcitacié neuronal, hipersensibilitat sensorial i, fins i tot,
en atacs epileptics, tots ells simptomes en pacients de Sindrome X fragil (FXS), la forma
hereditaria més comuna de retras mental i autisme (Tsai et al. 2012).

Pel que fa a la malaltia d’AD, recentment s’ha detectat una co-localitzacié de la
proteina PSD-95 amb oligomers del péptid-AB, 'espécie citotoxica causant de I'’AD. A més,
la concentraci6 de proteina PSD-95 al cervell de pacients d’AD és significament menor que
en individus sans, degut a que els oligomers d’Af1.42 indueixen una disminucié dels nivells
de PSD-95 al hipocamp i cortex neuronal, sent una de les causes de la disfunci6 sinaptica i
la discapacitat cognitiva de ’AD (Deshpande et al. 2006, Cascella et al. 2013). Per al
contrari, altres autors defensen la hipotesi de que la sobreexpressié de la proteina post-
sinaptica PSD-95, i no la seva mancanga, és un marcador de la malaltia d’AD, que indica
una reorganitzacié estructural en els compartiments pre- i post-sinaptics, com a resposta
compensatoria a les disfuncions sinaptiques (Preissmann et al. 2012).

També en I'AD, és sabut que I'a-secretasa, la proteasa que talla la proteina APP de
forma no amiloidogenica, interacciona directament amb la proteina SAP97, paraloga de la

PSD-95 (o SAP90) (Muller et al. 1995). Aquesta interaccid és necessaria per a localitzar la
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secretasa a la membrana post-sinaptica i digerir 'APP. Aixi, interferir el complex a-
secretasa:SAP97, redueix I'activitat de 'a-secretasa i desplacga la proteodlisis de I'APP cap a
la via amiloidogenica donant lloc a la formacié del peptid AB. Aixi, la inhibici6 d’aquest
complex molecular esdevé una nova i interessant estrategia per a treballar amb ratolins
model d’AD sense la necessitat de ser transgenics, i mimetitza els primers estadis d’AD
esporadic, ja que després de dues setmanes, els ratolins presenten patrons
neurodegeneratiu tipics d’AD, un augment dels agregats d’Af i de proteina Tau
hiperfosforil-lada, aixi com una perdua selectiva de receptors glutamat de la terminal post-

sinaptica (Saraceno et al. 2013).
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III. OBJECTIUS.






L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral ha estat:

[1I-Objectius

e L’estudi de la reorganitzacié conformacional del estat natiu i 'agregacié en

fulla- ordenada de proteines implicades en diferents

conformacionals humanes.

El treball es centra en I'estudi de tres tipus de proteines humanes diferents:

malalties

- un fragment variable d'immunoglobulina de cadena senzilla, I'scFv-h3D6.

- un domini variable d'immunoglobulina, 'AL-12.

- un domini modular de la proteina hub PSD-95, el PDZ3.

, en funcié de cada proteina, la tesi es troba dividida en diferents capitols, els objectius

especifics dels quals son els segiients:

- scFv-h3De.

- Capitol 1:

Expressié i purificacié de I'scFv-h3D6 natiu, i separacié de les seves

diferents formes scrambled.

Estudi de les diferents vies d’agregacié del péptid AB142 i del scFv-h3D6,

aixi com la del complex AB1.42:5cFv-h3D6.

Caracteritzaci6 de la reorganitzaci6 estructural del scFv-h3D6 cap a

I'agregacio en fulla-f3 creuada altament ordenada de tipus WL.

Estudi del efecte del fragment d’anticos scFv-h3D6 sobre la via d’agregacié
amiloide i la toxicitat del peptid APi4z en cultius cel-llulars de
neuroblastoma huma SH-SY5Y, per avaluar el seu potencial terapeutic a la

malaltia d’Alzheimer

Capitol 2:

Obtencié d’'un model tridimensional de l'estructura de I'scFv-h3D6 per

homologia de seqiiéncies.

Avaluacio i caracteritzacié de l'estructura secundaria i terciaria de 1'scFv-

h3Dé.

Redisseny racional, a partir del model 3D, de la molecula per tal

d’'incrementar la seva estabilitat i disminuir la tendeéncia intrinseca a
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AL-12.

I'agregaci6. Aix0 ha de permetre millorar la produccié recombinant i

disminuir la dosi efectiva ja demostrada en ratolins models d’Alzheimer.

- Capitol 3:

PDZ3.

Obtencid dels parametres termodinamics de I'AL-12, domini Vi obtingut
d’'una pacient amb Amiloidosi de cadena lleugera, i dels seus mutants

restauratius.

Comparacié dels parametres termodinamics de ’'AL-12 i dels seus mutants
restauratius amb la proteina germinal kI 018/08 i altres dominis V.

amiloidogénics.
Estudi de la via d’agregacié del AL-12 i dels seus mutants restauratius.

Determinar l'efecte de les mutacions no-conservatives en dominis Vi
amiloidogénics mitjancant la caracteritzacié de la bateria de mutants

restauratius de ’'AL-12.

- Capitol 4:

Estudi de la via d’agregacié del domini PDZ3 i del seu efecte citotoxic sobre

cultius cel-lulars de neuroblastoma huma SH-SY5Y.

Analisi molecular del procés de reorganitzacié estructural del domini PDZ3

cap a l'agregacié en fulla-f§ creuada altament ordenada.

Estudi del paper de I'helix-a3 addicional, present en el domini PDZ3, en el
plegament i 'agregacié del domini, mitjancant la caracteritzaci6é del mutant

A10ct-PDZ3 mancat d’aquest motiu estructural.

Estudi dels determinants estructurals implicats en el procés d’agregacid
del domini PDZ3, mitjancant la caracteritzaci6 d’'una bateria de mutants

simples.

Determinacié de la importancia de la regié de regulacié al-lostérica del
domini PDZ3, I'helix-a3 i el loop B2-B3, sobre el plegament i 'agregaci6 de

domini.



IV. MATERIALS I METODES GENERALS.






En el segiient apartat de Materials i Métodes Generals s’hi descriuen els fonaments de
les diferents técniques de laboratori emprades en aquesta tesi doctoral, aixi com els protocols
generals. Per altra banda, a l'apartat de Materials i Métodes de cada capitol s’hi detallen les

técniques i els protocols exactes duts a terme amb les mostres pertinents.
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1. APARELLS GENERALS.

- Agitador vortex HEIDOLPH Reax Top

- Agitadors magnetics Stuart Stir CB161

- Agitador plaques d’elisa IKA MS3digital

- Autoclau P-SELECTA Autoester-E

- Balanga METTLER TOLEDO PJ300

- Balanga METTLER TOLEDO AB204-S

- Bany termostatic P-SELECTA Tectron Bio

- Bany termostatic P-SELECTA Tectron 3000543

- Bomba peristaltica P-1 GE

- Cabina de flux laminar CRUMA 870FL

- Cabina d’extraccié de gasos CRUMA

- Cabina de bioseguretat | TELSTAR BV-30/70

- Centrifuga BECKMAN COULTER ]2-HS. Rotor JA-20

- Centrifuga BECKMAN COULTER Allegra 6R. Rotor GH-3.8

- Centrifuga BECKMAN COULTER Avanti J26-XP. Rotor JA25.50/]A-14

- Centrifuga HERAEUS Megafuge 1.0R Thermo-Scientific

- Ultracentrifuga BECKMAN COULTER Optima L-100 XP. Rotor STrp55Ti

- Congelador -202(C, -80°C SANYO

- Cubetes d’electroforesi per a gels d’acrilamida Mini-Protean BIO-RAD

- Cubetes d’electroforesi per a gels d’agarosa ECOGEN

- Espectrofotdometre UV-Vis Varian Cary100

- Espectrometre d’Infrarroig Varian 660-IR. Equipat amb modul de termostatitzacié
Peltier

- Espectrofotometre UV-Vis Nanodrop 2000 Thermo Scientific

- Espectropolarimetre J-715, JASCO. Equipat amb modul de termostatitzacié Peltier

- Estufaincubadora 37°C de cultius cel-lulars Forma Scientific 3111

- Estufa incubadora 372C HERAEUS

- Estufaincubadora 1002C P-SELECTA

- Font d’alimentaci6 per a electroforesis BIO-RAD

- Fluorimetre Varian Cary Eclipse. Equipat amb modul de termostatitzaci6 Peltier.

- FPLC AKTA Purifier

- Incubador d’aire amb agitaciéo INFORS-HT Ecotron.

- Incubador d’aire amb agitaci6 INNOVA 43

- Lector plaques d’elisa Victor3 Perkin Elmer

- Liofilitzador Benchtop SLC Virtis
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- Lupa binocular OLYMPUS-CK?2

- Microcentrifuga EPPENDORF 5424

- Micropipetes 0.2-2, 1-10, 10-100, 100-200, 100-1000, 500-5000 pul GILSON

- Micropipetes multicanal 2-20 pl GILSON

- Micropipetes multicanal 20-200 ul HT Discovery Confort

- Microscopi electronic de transmissio HITACHI, model H-7000

- pHmetre micropH 2000 CRISON

- Pipeta electronica Pipetboy INTEGRA

- Sistema de digitalitzaci6 i quantificacié per laser Escaner GS-800, BIO-RAD

- Sistema d’exposicié6 de quimioluminescencia Molecular Imager Chemi Doc XRS,
BIO-RAD

- Sonicador SONIFIER 450 BRANSON

- Speed-Vac ThermoSAVANT VLP80

- Termociclador TECHNE TC-512

- Termobloc TECHNE Dri-Block DB-2A

- TC10™ Automated Cell Counter BIO-RAD
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2. TECNIQUES DE DNA RECOMBINANT.

2.1. Reaccio en cadena de la polimerasa, PCR.

La técnica de PCR (reaccié en cadena de la polimerasa) va ser desenvolupada I'any
1987 per Kary Mullis (Mullis, Faloona 1987) i actualment és una de les técniques més
emprades en la Biologia Molecular. Es una técnica rapida i senzilla que permet
I'amplificaci6 de DNA in vitro, amb l'objectiu de realitzar processos de clonatge o
mutagenesi dirigida de proteines.

La PCR consisteix en la hibridaci6é de seqiiencies complementaries (encebadors o
primers) a un fragment especific del DNA motlle, del qual s’han separat préviament les
dues cadenes, i la elongacié d’aquestes seqiiencies mitjancant I'enzim DNA-polimerasa i
els components necessaris (ANTPs i el cofactor Mg?*, principalment). Es un procés ciclic
controlat per canvis de temperatura adients per a cada fase . El correcte disseny dels
encebadors és crucial per a que la técnica resulti eficient. La incorporacié de polimerases
termostables aixi com aparells termocicladors capagos de realitzar canvis ciclics de

temperatura a elevada velocitat han permés optimitzar el procés.

2.1.1. Disseny d’encebadors de PCR.

Amb la finalitat d’obtenir el millor rendiment i minimitzar els productes

inespecifics, cal tenir en compte una serie de factors respecte el disseny dels encebadors:

- El reemplacament d’aminoacids ha d’implicar els minims canvis de nucleotids
possibles, sempre tenint en compte 1'is de cod6 d’E. coli per a cada aminoacid (ja
que aquesta ha estat la soca usada per al clonatge de DNA i expressié de proteina

al llarg d’aquest treball doctoral).

- La especificitat i eficacia depen, en part, de la longitud dels encebadors, que ha de

ser d’entre 20-30 nucleotids.

- La temperatura d’hibridacié (Ta, o d’annealing) d’ambdés encebadors han de ser
similars, a més d’igual o superior a 50 °C. La Ta sol considerar-se 5 °C per sota de la
temperatura de fusi6 (Tm, o de melting) dels encebadors; i pot calcular-se segons

la férmula:
Tm=4x(G+C)+2x(A+T)

on G, C, Ai T indiquen, respectivament, el nombre de nucleotids de guanina,

citosina, adenina i timina en la regié de solapament.
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- Els encebadors han de contenir un 45-60 % en G/C, sobretot a l'extrem 3’,
intentant evitar quatre o més A/T consecutives. Aquest detall és important per a
'estabilitzaci6 del hibrid de DNA i la unié de la polimerasa, ja que aquests dos
nucleotids estableixen un triple enllag d’hidrogen entre ells, mentre que la parella

A/T tan sols dos.

- Els encebadors han de complementaris a una seqiiéncia Unica en el DNA motlle,

per aixi evitar inespecificitats.

- Minimitzar les estructures secundaries intramoleculars i les possibles hibridacions

entre ambdds encebadors.

2.1.2. Mutagenesi Dirigida.

2.1.2.1. Reaccié de mutagenesi.

La mutagenesi dirigida és una de les multiples aplicacions de la PCR, la qual permet
introduir canvis especifics dins la seqiiéncia de nucledtids d'un determinat gen, amb la
finalitat d’obtenir una proteina mutant en un o més residus. El procés es realitza
directament sobre un DNA plasmidic sencer com a motlle, de forma que s’estalvien els
passos de lligacié posterior.

Per a realitzar mutagénesi dirigida s’ha fet Us del kit Quikchange® Multi Site-
Directed Mutagenesi (Agilent). A diferéncia d’altres meétodes, aquest kit utilitza tan sols un
unic encebador que conté el canvi nucleotidic, el qual es traduira en el canvi d’aminoacid
desitjat, i que hibrida sobre un DNA plasmidic de cadena senzilla (ssDNA).

Seguint les instruccions del Manual Quikchange®, s’ha realitzat la segiient mescla

de reacci6 de PCR mutagenica:

2.5 ul | de tampd de reaccié 10x QuikChange Multi reaction buffer

0.75 ul | de QuikSolution

X ul de dsDNA motlle (100 ng)

X ul d’encebador mutagenic (100 ng)

1ul de barreja de nucleotids trifosfats (dNTPs) QuickChange
X ul d’aigua Milli-Q esteril (fins a un volum final de 25 pl)
1ul de polimerasa QuikChange® Multi enzyme blend
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A continuacid, la reacci6 s’incuba al termocicladors seguint el cicle de PCR segiient:

Fase | n° de cicles | Temperatura (°C) | Temps (min) Descripcio
1 1 95 1 Desnaturalitzacio inicial
95 1 Desnaturalitzacio
2 30 55 1 Hibridacio
65 2/Kb plasmidi Elongacié
3 1 65 5 Extensid final

Es necessari, sobretot al realitzar per primera vegada una mutagénesi dirigida,
realitzar controls positius de la reacci6 i de la transformacié. El mateix kit de mutagénesi
conté DNA motlle i encebadors control per a verificar I'eficiéencia de la PCR i dels seus

components.

2.1.2.2. Digestié amb Dpnl.

Un cop feta la mutagénesi, és important eliminar les cadenes de DNA parental, ja
que aquestes no contenen la mutacio i, tot i ser minima la quantitat respecte el producte
de PCR final, podrien donar lloc a coldnies transformants no mutades. E1 DNA parental
difereixen de les sintetitzades per PCR en la metilacié, ja que les metilases cel-lulars (els
enzims encarregats de la metilacié) no sén presents a la reaccié de PCR, de manera que les
cadenes sintetitzades in vitro (i mutades) no es trobaran metilades. L’enzim endonucleasa
Dpnl reconeix i talla el DNA metilat, evitant falses colonies en la transformacié dels
productes de PCR a E. coli.

Segons les instruccions del manual de Quikchange, es realitza la digestié dels

productes de PCR indicada:

- Afegir 1uL de I'’enzim de restriccié Dpnl a cada reaccié d’amplificacié.

- Pipetejar suaument la mescla i incubar-la immediatament a 37 °C durant 1 h.

2.1.2.3. Transformaci6 productes de PCR.

El kit Quikchange® Multi Site-Directed Mutagenesi conté, també, les cél-lules
utracompetents XL10-Gold® ja preparades per a rebre el ssDNA producte de PCR. De
manera que, in vivo, es forma i s’estabilitza la doble cadena de DNA plasmidic (dsDNA),
obtenint colonies transformants a punt per ser analitzades o per extraure’'n el DNA mutat i

prosseguir amb el procés d’expressid i purificacié pertinent.
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El protocol de transformaci6 és molt semblant al descrit a 'apartat segiient (2.2.2),

excepte algun petit canvi detallat en el Manual Quikchange®.

2.2. Introduccio de DNA forani a cel-lules bacterianes.

Existeixen varis metodes (conjugaci6, transducci6...) per a introduir un vector amb
el gen d’interes dins d’'una soca bacteriana, pero la més emprada és la transformacio, degut
a la seva senzillesa i varietat de controls a realitzar. La transformaci6 consisteix crear
porus a la paret bacteriana que permetran I'entrada del DNA forani a l'interior de la

cel-lula.

2.1.3. Preparacio de cél-lules competents d’E. coli.

Per a la transformacid, cal que les cél-lules siguin competents, és a dir, han d’estar
preparades per a poder introduir el DNA extern i s’aconsegueix debilitant la seva paret

cel-lular, el metode més utilitzat és del CaCl, (Hanahan 1983) i consisteix en:

1. Picar una colonia en placa de la soca mare i inocular en 5 mL de medi LB esteril.

2. Incubar maxim 15 h en agitaci6 forta (250 rpm) a 37 °C, per promoure un cultiu saturat.

3. Inocular, en un volum final de 50 mL, una dilucié 1:100 en medi LB i incubar a les mateixes
condicions anteriors fins arribar a una DOggo~ 0.4, punt de creixement exponencial.

4. Transferir el cultiu a un tub de propilé estéril i refredat préviament. Deixar en gel minim 15
min.

5. Centrifugar el cultiu a 3000 g durant 15 min, a 4 °C.

6. Eliminar el sobrenedant per decantacio i assecar el precipitat per inversié durant 5 min.

7. Resuspendre el precipitat suaument amb 25 mL de CaCl; 100 mM, esteril i previament
refredat. Deixar en gel minim 15 min.

8. Centrifugar el cultiu repetint els passos 5 i 6.

9. Resuspendre el precipitat suaument amb 2.5 mL de CaCl; 100 mM, estéril i previament
refredat. Deixar en gel minim 1 h.

10. Aliquotar 100 pl de competents en eppendorfs estérils on s’hi ha afegit, previament,
glicerol esteéril per a obtenir una concentracio6 final del 15%.

11. Congelar amb N»-liquid i guardar aliquotes a -80 °C.

2.1.4. Transformacié de cél-lules competents d’E. coli.

En aquest treball de tesi s’ha utilitzat el metode de xoc térmic, basat en canvis
bruscs de temperatura per a afavorir 'entrada del vector dins la cel-lula competent. El

protocol a seguir és el seglient:
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1. Descongelar les aliquotes de competents necessaries (cada aliquota servira per a una
transformacio6) deixant-les en gel aproximadament 20 min.

2. Afegir al’aliquota 50 ng de DNA i mesclar per inversié suaument.
Incubar en gel durant minim 30 min.

4. Xoc térmic:

- Transferir I'aliquota 2 min al bany a 42 °C.

- Transferir rapidament a gel i mantenir-les durant 5 min.

5. Afegir un 1 mL de medi LB esteril, escalfat préviament a 37 °C, a cada aliquota i incubar 1 h
al bany a 37 °C i amb agitaci6 suau.

6. Plaquejar 100 pl de la solucié en placa de LB solid amb I'antibiotic adequat i deixar reposar
a temperatura ambient (TA).

7. Incubar la placa a 37 °C durant aproximadament 16 h.

En cas d’esperar un baix rendiment de transformacio, és aconsellable concentrar la
soluci6 10 vegades abans de plaquejar-la. Per fer-ho, centrifugar la solucié 30 seg a 6000 g
i extraure la quantitat necessaria de sobrenedant per tal de resuspendre les cél-lules en un
volum de 100 pl, i plaquejar.

A més, és recomanable realitzar controls de transformacié. Un control negatiu
sense afegir DNA a les cel-lules competents, i un control positiu transformant amb un DNA

ja comprovat previament.

2.2. Extracci6 de DNA plasmidic de cel-lules d’E. coli.

Una miniprep és I'extraccié de DNA plasmidic de l'interior de cél-lules bacterianes,
en aquest cas d’E. coli, partint d’'un volum de cultiu petit. Per a fer-ho, es parteix d'un
inocul de 5 mL de medi LB esteéril, incubat maxim 15 h en agitaci6 forta (250 rpm) a 37 °C,
per promoure la saturacié del cultiu. A partir d’aqui, s’ha utilitzat el kit Real Miniprep

Turbo Kit (REAL Laboratory), basat en el metode de llisi alcalina (Birnboim, Doly 1979).

2.3. Seqiienciacio del DNA.

La seqiienciacié de DNA s’ha realitzat amb la finalitat de comprovar les mutacions
introduides per mutagenesi dirigida, i el clonatge satisfactori de gens codificants dins de
diferents vectors d’expressid.

La sequienciacié s’ha dut a terme per el Servei de Genomica de la UAB o de la

Clinica Mayo (USA), tots dos mitjancant el métode de Sanger (Sanger, Coulson 1975).
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2.4. Determinacié espectrofotometrica de la concentracié de DNA.

La concentraci6 d'una mostra de DNA es pot mesurar mitjancant
I'espectrofotometre, utilitzant una cubeta de quars, o bé mitjancant el nanodrop, en el que
s’aplica 2 pl de mostra. L'espectre d’absorbancia s’enregistra de 200 a 320 nm. Una unitat
d’absorbancia a 260 nm equival aproximadament a 50 pg/mL de ds-DNA i a 30 ug/mL de

ss-DNA. La puresa del DNA es pot valorar amb els coeficients segiients:

Coeficient Valor Indicador de puresa
1.8 DNA pur
260/280 <1.8 Contaminacio per proteines
>1.8 Contaminacié per RNA
1.8-2.2 DNA pur
260/230
<1.8 Contaminacio per sals.
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3. SISTEMES D’EXPRESSIO I PURIFICACIO.

3.1. Soques d’Escherichia coli.

Totes les soques d’E. coli utilitzades per a I'expressié heterologa de les diferents
proteines treballades durant aquesta tesi doctoral sén sistemes del tipus DE3, que
contenen el gen de la RNA polimerasa del bacteridofag T7(DE3) inserit al seu genoma sota
el control del promotor de l'oper6 lac, induible per IPTG. D’aquesta manera, s’evita
I'expressié basal del gen d’interés i la induccié és iniciada externament a condicions

optimes.

3.1.1. Soques d’E. coli per al clonatge i extraccié de DNA plasmidic.

- XL-1blue.

Genotip: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB lacliaZAM15
Tn10 (Tet®)].

Aquesta soca és deficient en la endonucleasa endA, el qual millora molt la qualitat
de les minipreps de DNA. També és deficient en el gen de recombinacié recA, augmentant
'estabilitat dels inserts. La mutacié hsdR preveu l'accié de la endonucleasa EcoK sobre el

DNA clonat. Presenta resisténcia a tetraciclina.

- XL10-Gold.

Genotip: TetR A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl1 supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB laclaZAM15 Tn10 (TetR) Amy CamR].

Aquesta soca ha estat dissenyada per a transformar molecules de DNA amb una
elevada eficiéncia, gracies al fenotip Hte (High transformation efficiency). Sén ideals per a
la construccié de llibreries de DNA plasmidic. Presenten resisténcia a tetraciclina i
cloramfenicol; i, com la XL1-blue, és deficient en endA i mutada en hsdR, millorant la

qualitat de les minipreps i estabilitzant el DNA clonat.

3.1.2. Soques d’E. coli per a I'expressio heterologa de proteines.

- Origami2(DE3).

Genotip: A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL
F'[lactlaclapro] (DE3) gor522::Tn10 trxB (StrR, TetR).
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Aquesta soca derivada de I'E. coli K12 presenta mutacions en els gens de la
tiorredoxina reductasa (trxB) i de la glutatié reductasa (gor). Ambdos deficiéncies
afavoreixen un ambient oxidatiu en el citoplasma d’E. coli, beneficiant el correcte
plegament de proteines que presenten ponts disulfur. Presenta resistencia a la tetraciclina
i I'estreptomicina, pero a diferencia de la soca Origami(DE3) original, és sensible a la

kanamicina degut a la mutacié gor.

- soluBL21(DE3).

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

Aquesta soca conté delecions de les proteases OmpT i lon, reduint el potencial de
degradaci6 de proteines recombinants dins la cél-lula. A diferéncia de Ioriginal
BL21(DE3), conté mutacions no caracteritzades que afavoreixen la solubilitzacié de

proteines que habitualment s’expressen de forma insoluble.

- C41(DE3).

Genotip: F- ompT hsdSg (rg- mg-) gal dcm (DE3).

Aquesta soca deriva de la BL21(DE3), també presenta les delecions a les proteases
Ion i OmpT; i, com a minim, té una mutacié no caracteritzada, la qual preveu la mort

cel-lular associada a I'expressi6 de proteines recombinants toxiques.

3.2. Manteniment soques bacterianes.

Les soques bacterianes, ja siguin transformades o no, es poden conservar en placa

de medi LB solid durant un periode de 15 dies a 4 °C.

3.2.1. Glicerinats 15%.

Per a conservar-les llargs periodes de temps (més de 2 anys), és necessari guardar
les soques en forma de glicerinats al 15 %. Aixi, en un crio-vial es mesclen 300 pL de
glicerol 50% esteril i 700 pL de cultiu saturat. Es barreja suaument i es congela
rapidament en N»-liquid per a guardar-ho a -80 °C. A I'hora de necessitar-ne, sense arribar
a descongelar la solucid, es pica el glicerinat amb una nansa de Kolle esteril i s'inocula en

medi LB liquid.
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3.3. Medis de cultiu.

Per al creixement bacteria s'usa un medi de cultiu, solid o en soluci6, a pH fisiologic

i que conté els nutrients necessaris per a la divisio cel-lular.

3.3.1. Medi liquid.

3.3.1.1.  MediLB.

El medi de cultiu més habitual i emprat de forma general en aquesta tesi és I'LB

(Luria-Bertani). Per a la preparacié d’ 1 L. d’LB:

10g de triptona

5g d’extracte de llevat
10g de NaCl

900 mL | d’aigua Milli-Q

Agitar fins a dissoldre completament, ajustar a pH 7.4 i enrasar fins a 1 L. amb aigua
Milli-Q. Seguidament s’esterilitza per un cicle d’autoclau i, si cal, es guarda a 4 °C fins a

usar-lo.

3.3.1.2. Medi 2xYT

A diferéncia de I'LB, I'2xYT és més ric en nutrients, resultant en una major densitat
cel-lular i periodes de creixement d’E. coli més llargs. Per aixo0, '’2xYT és util per a obtenir

majors rendiments d’expressié de proteines. La seva recepta per a un 1 L és la seglient:

16g de triptona

10g d’extracte de llevat
5g de NaCl

900 mL | d’aigua Milli-Q

Agitar fins a dissoldre’s, ajustar a pH 7.4 i enrasar fins a 1 L amb aigua Milli-Q.

Seguidament s’esterilitza per un cicle d’autoclau i, si cal, es guarda a 4 °C fins a usar-lo.

3.3.2. Medi solid.

Per aillar colonies d’E. coli després de ser transformades o crescudes en medi
liquid, és adequat I'iis de plaques de petri amb medi de cultiu solid d’LB. El procediment és
el mateix que el protocol de medi liquid d’LB pero s’hi afegeix agar al 15 % (p/v), insoluble

a TA. Seguidament, la mescla s’autoclava aconseguint la dissoluci6 de l'agar i
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'esterilitzaci6. Al temperar-se, s’afegeixen els antibiotics pertinents i es plaqueja en
condicions esteérils. Un cop el medi s’ha refredat i gelificat, es desen les plaques a 4 °C fins a
ser usades. Es recomana no guardar les plaques més enlla dels 20 - 30 dies de la seva

preparacio.

3.3.3. Antibiotics.

Els antibiotics sén substancies quimiques que inhibeixen el creixement bacteria o
directament causen la seva mort, ja que interfereixen sobre processos cel-lulars vitals. Els
DNA plasmidics de clonatge i expressid contenen un gen de resisténcia per a un
determinat antibiotic, de forma que permeten una seleccié positiva d’aquelles soques que
han introduit o expressen el gen forani.

Els antibiotics més utilitzats en la biologia molecular es troben detallats a la taula

segiient, aixi com el seu mecanisme d’accié:

. Concentracio de . . ..
Antibiotic Dissolvent Mecanisme d’accio
treball (ug/ml)
Cloramfenicol Inhibicié del ribosoma per unié a la
170 Etanol 100% .
(Cm) seva subunitat 50s.
Kanamicina . . Inhibicié del ribosoma per unié a la
50 Aigua Milli-Q .
(Kn) seva subunitat 30s.
Tetraciclina Inhibicié del ribosoma per unié a la
50 Etanol 50% .
(Tet) seva subunitat 30s.
Ampicil-lina
P 50 Aigua Milli-Q Inhibeix la sintesi de peptidglica.
(Amp)
Estreptomicina . . Inhibicid del ribosoma per unié a la
60 Aigua Milli-Q .
(St) seva subunitat 30s.

3.4. Vectors d’expressio.

Els vectors d’expressid usats en aquestes tesi doctoral séon DNA plasmidics
optimitzats per a una facil insercié i expressié de gens especifics dins la cel-lula hoste. Els
vectors solen ser de grandaria petita (de 3 a 6 kb), i contenir poc més que els gens
essencials per al clonatge de DNA: un origen de replicacié (ORI), un gen de resisténcia a
antibiotic (per exemple TetR), la regié d’insercié de DNA exogen (MCS, Multiple Cloning
Site), i un terminador de la transcripcid.

Tots els vectors utilitzats per a 'expressié heterologa de les diferents proteines
treballades durant aquesta tesi doctoral son derivats del sistema de vectors pET (origen

de replicaci6 pBR322), sent compatibles per a ser expressats en soques DE3 ja que el
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sistema pET conté el promotor T7 i 'operé lac, especifics del gen de la RNA polimerasa T7,

inclos en el genoma de la soca.

- pETtrx_1a.

El vector pETtrx_la (Figura M. 1-A) és relativament gran, de 6401 pb, i permet
seleccionar els clons transformants gracies a la seva resisténcia a I'antibiotic kanamicina
(KnR). Aquest plasmidi permet I'expressio citoplasmatica de la proteina recombinant scFv
com a fusi6 a la tioredoxina (trx), la qual presenta, a més d’activitat disulfur-isomerasa,
activitat xaperona (Jurado, de Lorenzo & Fernandez 2006). A més del modul proteic trx,
conté un cua d’histidines (Hisg) i la diana especifica de la proteasa Tev, necessaria per
obtenir la proteina scFv final. El gen sintétic codificant per a I'scFv-h3D6, de 750 pb, va ser
clonat en Ncol-Notl, reemplacant el gen GFP natural del vector i donant lloc al constructe

génic de la proteina precursora: (Hisg)-trx-diana TEV-scFv.

- pET-12a.

El vector pET-12a (Figura M. 1-B), de 4674 pb, permet seleccionar els clons
transformants gracies a la seva resistencia a I'antibiotic ampicil-lina (AmpR). Aquest vector
conté el gen ompT, que codifica per un modul proteic, fusionat a I'extrem N-terminal de
I’AL12, i potencia I'exportacié cap a l'espai periplasmatic, on la proteina és soluble. A
diferencia de la proteina precursora d’scFv-h3D6, aquest constructe no necessita una
diana de restriccié ja que ompT es eliminada per la seva proteasa especifica al creuar la

membrana citoplasmatica.

A) B)

Trx=Carlen - i

- Xhbal pET-12a

pE Ill1.'|l.
4l bp % Bl | v

Figura M. 1. Mapa dels vectors d’expressi6 pET-trx1a i pET-12a.
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- PpMHTA238.

Aquest vector, derivat del plasmidi pQE30, també amb origen de replicacio
pRB322, i amb resisténcia a I'antibiotic Kn, conté la regi6 codificant MHT, que sintetitza la
proteina MPB-dianaTEV-(His)7-TEV. A238 indica que tots els residus del extrem C-
terminal de la MPB (Maltose Binding Protein), a partir del residu 238, han estat eliminats
per tal d’augmentar la quantitat de proteina soluble. A més, conté la mutacié S219V per a

limitar la seva auto-inactivacié (van den Berg et al. 2006).

3.5. Expressio heterologa de proteines.

Depenent de les propietats de cada tipus de proteina, el protocol d’expressio
heterologa és diferent. El pas de creixement del cultiu cel-lular i la seva expressié és un
dels passos limitants per tal d’obtenir un bon rendiment final en el procés de purificacid
de proteines. A I'h d’expressar una proteina exogena, s’ha de tenir en compte si la proteina
es dirigeix al citoplasma, periplasma, o a I’exterior de la cel-lula, i sobretot, si es manté
soluble o insoluble. Inclus, certes proteines expressades poden arribar a ser toxiques per a
les cel-lules. Depenent d’aquests factors, i dels constructes emprats, la temperatura i el

temps de creixement i induccié del cultiu cel-lular variaran entre proteines.

Els protocols d’expressi6 i purificacié6 de les diferents proteines treballades en
aquesta tesi doctoral es troben detallades a I'apartat de Materials i Métodes de cada

capitol.

3.5.1. Induccio de I'expressio.

Malgrat haver provat sistemes d’expressié en medis auto-induibles, I'expressi6 de
les proteines d’aquesta tesi doctoral ha estat induida mitjancant IPTG (Isopropil -D-1-
tiogalactopiranosid), un substrat quimic capa¢ d'unir-se al repressor lac, permeten
I'expressio dels gens que es troben sota control del promotor lac. El moment optim per a la
induccié és quan el cultiu d’E. coli ha assolit la fase exponencial de creixement, i és
determinada espectroscopicament quan la DOsoo és de 0.6-0.8. Es llavors quan s’afegeix
I'inductor IPTG a una concentracié final generalment de 0.5-1 mM, i es deixa en agitacié
constant (unes 200 rpm) fins un maxim de 15 h, incubant a la temperatura requerida (20-

37 °C).
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3.5.2. Obtencio del extracte cel-lular.

Cap de les proteines amb les quals s’ha treballat és expressada extracel-lularment,
per tant, un cop induida 'expressio, cal recuperar 'extracte cel-lular del cultiu d’expressié
per centrifugaci6 a 5520 g durant 30 min a 4 °C, i descartar el sobrenedant per decantacio.
El pellet de cel-lules sera resuspés en el tampd adient per a seguir amb el procés de

purificacid, o bé pot ser congelat amb N»-liquid i guardat a -20 °C.

3.6. Técniques de cromatografia liquida.

Per a la purificacié de les diferents proteines s’ha emprat una o varies de les
tecniques cromatografiques descrites a continuacid. Cada columna es basa en un metode
de separacié diferent, algunes més indicades per a passos inicials de purificaci6, i altres
més indicades per a refinar la puresa de la mostra, o bé, preparar-la per als experiments
posteriors. Les cromatografies d’alta resolucié estan optimitzades per ser usades en
aparells d’FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). L’acoblament de les columnes a
aquests sistemes permet 'automatitzacié del procés, aixi com la possibilitat de treballar a
pressions superiors a 'atmosferica, definir protocols especifics on controlar els fluxos i els
temps de les corregudes, com també indicar els volums de recol-lecci6 de mostra
automatica. Altres columnes sén acoblades a una bomba peristatica (P-1) per a controlar

el flux de la columna, o bé, simplement s’utilitzen a pressi6é atmosferica.

Els protocols, condicions i tampons emprats per a les diferents cromatografies es
troben detallats a I'apartat de Materials i Metodes de cada capitol, en funcié del procés de

purificacié de cada una de les proteines treballades en aquesta tesi doctoral.

3.6.1. Cromatografia d’afinitat

3.6.1.1. Cromatografia d’afinitat amb histidines.

La técnica d'IMAC (Immobilized Metal ion Affinity Chromatography) es basa en
'afinitat de cadenes laterals especifiques de residus proteics per interaccionar amb ions
metal-lics immobilitzats a la reina cromatografica. Aquestes columnes son rapides i
senzilles d’usar, i resulten molt ttils en els primers passos de purificaci6, ja que en un sol
pas s’eliminen gran part de proteines contaminants.

Per a diferents processos de purificacié descrits al llarg de la tesi, s’ha emprat les
columnes d'IMAC HisTrap™ HP-5 mL amb una reina de Sepharose que conté ions Niquel
immobilitzats (GE Healthcare), que interacciona especificament amb residus d’histidina.

Sovint, a les proteines recombinants, se’ls hi afegeix una cua d’histidines (His¢-tag)
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normalment a I'extrem N-terminal, per tal d’assegurar una forta interacci6 amb la columna
i, aixi, facilitar la seva purificaci6 respecte la resta de proteines del extracte cel-lular. La
capacitat d'uni6 d’aquestes columnes és de 40 mg d’(His)¢-tag/mL de reina. Un cop feta la
separacio, la cua d’histidines sera eliminada per proteolisi especifica.

La recuperaci6 de les proteines unides especificament a la reina, es duu a terme
mitjangant l'aplicaci6 de tampons amb concentracions creixents d’imidazol, l'anell
aromatic present a les cadenes laterals d’histidina i el que competeix per els ions metal-lics

de la reina.

Aquesta técnica ha estat emprada per a la purificacié del fragment d’anticos scFv-
h3D6 i la proteasa TEV, i el seu protocol exacte es troba detallat a 'apartat de Materials i

Métodes del Capitol 1.

3.6.1.2. Cromatografia atmosferica d’afinitat per lipopolisacarids.

Per a I'extraccio de lipopolisacarids (LPSs) de les mostres proteiques, s’han emprat
les columnes d’afinitat d’'LPSs Detoxi-gel endotoxin removing columns (Thermo Scientific).
Aquestes columnes contenen una reina d’agarosa en la que es troba immobilitzat el lligand
polimixina B, el qual uneix la porci6é de lipid A dels LPSs. La columna és capa¢ d’unir 2
9995 UE (unitats d’endotoxina) d'un volum de mostra de 5 mL que conté 10000 UE. La
quantitat d’LPS per mL de mostra proteica depén del volum de cultiu d’expressi6 cel-lular
inicial, i s’haura de tenir en compte en el moment de la seva extraccié. La columna es
regenera amb el detergent sodi desoxicolat al 1%, i és també amb aquest amb el qual es
trenca la interaccié entre els LPSs i la reina, extraient-los de la columna, un cop la mostra
ja ha passat per la columna sense interaccionar i ha alliberat els LPSs. Un dels
inconvenients d’aquesta cromatografia és la dificultat de quantificar els LPSs, per tant, s’ha
de seguir un protocol estricte i repetitiu per assegurar que la mostra és troba lliure d’LPSs

i sense traces del detergent que s’usa per tal d’equilibrar la columna inicialment.

Aquesta tecnica ha estat emprada per a la purificacié del fragment d’anticos scFv-
h3D6, i el seu protocol exacte es troba detallat a 'apartat 3.6.1 de Materials i Metodes del
Capitol 1.

3.6.2. Cromatografia de bescanvi ionic d’alta resolucié.

La cromatografia de bescanvi idnic separa biomolécules en funcié de la seva
carrega neta superficial. Es una de les técniques més usades per a la purificacié de

proteines, tan en etapes inicials com finals, ja que té una elevada capacitat d’'unié i és molt

80



[V-Materials i Métodes Generals Sistemes d’Expressié [ Purificacié

resolutiva. Les proteines, en funcié del contingut en residus acids o basics, presenten una
gran varietat de carrega superficial, i exhibeixen diferents graus d’interaccié amb la reina
cromatografica, carregada positiva o negativament. Cada aminoacid ionitzable posseeix un
valor de pKa diferent, per tant, la carrega superficial d'una proteina dependra totalment
del pH del entorn. Segons aixd, quan el pl d’'una proteina és igual al pH del medi, llavors
aquesta no presentara carrega. Quan el pH es troba per sota del pl, la proteina presentara

una carrega global positiva, i viceversa.
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Figura M. 2. Cromatografia de bescanvi ionic. Exemple il-lustratiu d’'una columna de bescanvi anionic, on la
proteina carregada negativament interacciona amb la reina de carga positiva. Per gradient de NaCl, aquestes
seran eluides. Depenent del pH del medi, i del pl de la proteina, aquesta tindra una carrega neta positiva o

negativa i, en funcié d’aquesta, caldra emprar un tipus determinat de cromatografia ionica.

Depenent de la carrega de la proteina d’'interes, utilitzarem un cromatografia de
bescanvi cationic o CEX (Cation EXchange chromatography), amb reina carregada
negativament que uneix proteines de carga positiva; o bé al contrari, una columna de
bescanvi anionic o AEX (Anion EXchange chromatography), amb reina carregada
positivament que uneix proteines de carga negativa (Figura M. 2).

L’elucié de proteines unides s’aconsegueix incrementant la forca ionica (o
concentracié d’NaCl) del tampd, o bé, canviant el seu pH. Al augmentar la forca ionica, els

ions Na* o ClI- competeixen per les carregues superficials de les proteines unides, trencant
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la interaccié amb la reina i eluint-les. Mitjancant diferents formes de gradient de forga
ionica (lineal, escalat...), les proteines seran eluides diferencialment, sent les de menor
carrega neta les primeres en sortir de la columna. Una caracteristica important d’aquestes

cromatografies és que la mostra s’elueix concentrada respecte els volums inicials.

Aquesta técnica ha estat emprada per a la purificacié del fragment d’anticos scFv-
h3D6 (CEX) i del domini variable AL-12 (AEX), i el seu protocol exacte es troba detallat a

I'apartat de Materials i Métodes del Capitol 1 i 3, respectivament.

3.6.3. Cromatografia d’exclusiéo molecular.

3.6.3.1. Cromatografia d’exclusié molecular d’alta resolucié.

La cromatografia d’exclusi6 molecular (Size Exclusion Chromatography, SEC),
també nomenada de gel filtracio, es basa en la separacié de moléecules en funcié del seu
pes molecular. A diferéncia de les altres cromatografies, les molécules no s’uneixen a la
reina per afinitat ni interacci6 idnica, siné que la mostra de proteina avan¢a dins d’'una

matriu porosa formada per particules esferiques inertes.

Figura M. 3. Cromatografia d’exclusié molecular. Exemple il-lustratiu de la fase solida amb les particules
poroses a través de les quals les proteines avancen, i depenent del seu pes molecular sén eluides més o menys

rapidament.

Les proteines de grandaria petita poden passar per dins els porus de les particules,

de forma que el seu pas per la columna és retingut, mentre que les proteines grans eviten
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els porus i elueixen més rapidament. Les columnes de SEC difereixen en la grandaria o
limit d’exclusi6é dels porus de les particules, per tant, depenent del pes molecular de la
proteina d’interes, caldra emprar un determinat tipus de columna (Figura M. 3). La
columna es troba equilibrada amb el mateix tamp6 de la mostra, omplint els espais de la
matriu (fase mobil) i I'interior de les particules (fase estacionaria). La mostra és eluida
isocraticament, per tant, no és necessari I'is de diferents tampons durant la separacié. La
composicié del tamp6 no afecta directament a la resoluci6 de la cromatografia, sempre que
tingui una certa forca idonica que eviti la interaccié inespecifica de les proteines amb la
reina. S'obté una resolucié optima quan la mostra ha estat previament purificada amb
altres técniques cromatografiques, de forma que ja s’han eliminat gran part de les
proteines de pes similar. Per tant, és recomanable usar la SEC en els ultims passos de
purificacid, ja que amb ella es poden separar monomers d’agregats i obtenir la proteina en
el mateix tampd de magatzematge. Els tnics inconvenients d’aquest tipus de
cromatografia son que la mostra s’ha d’aplicar en un volum petit i és eluida en un volum

major.

Aquesta tecnica ha estat emprada per a la purificacié del domini variable AL-12, i

el seu protocol exacte es troba detallat a I'apartat de Materials i Metodes del Capitol 3.

3.6.3.2. Cromatografia atmosferica d’exclusié molecular per intercanvi de

tampd.

Per a realitzar canvis de tamp6 d’'una mostra de volum petit, o bé dessalar-la, s’han
emprat les columnes d’exclusié molecular PD-10 Desalting columns (GE, Healthcare).
Aquestes columnes contenen una matriu de Sephadex G-25 Medium, la qual permet
separar grups de pes molecular gran (majors de 5 kDa) de substancies inferiors a 1 kDa
(en el nostre cas, el detergent sodi desoxicolat 1% que prové de I'eliminacié dels LPSs),
mitjangant un canvi de tampd.

La PD10 és una tecnica senzilla, amb un protocol estandard on tan sols variara el
tampo per el que es vol intercanviar la mostra, i és el segiient, expressat en volums de

columna (1 VC =5 mL):

1. Rentar la columna amb 5 VC d’aigua Milli-Q per tal d’eliminar I'etanol emprat per a la seva
conservacio a 4 °C.

2. Equilibrar la columna amb 5 VC de tampé d’elucid.

3. Afegir un volum maxim de 2.5 mL de mostra (si el volum de mostra no és suficient, afegir

fins a 2.5 mL amb tamp6 PBS pH 7.4).
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4. Per gravetat, eluir i descartar la fraccié de mostra no atrapada a la columna (corresponent
al mateix volum de mostra afegit).
5. Per eluir la mostra, afegir 3.5 mL de tampo6 d’elucié i recol-lectar-la en fraccions d’ 1 mL.

6. Rentar la columna amb 5 VC d’aigua Milli-Q i conservar la columna a 4 °C en etanol al 25%.
3.7. Métodes d’intercanvi de tampé o extraccio de sals.

Sovint és necessari realitzar un canvi de tamp6 o extraure les sals de la mostra
(NaCl, Imidazol...) entre les diferents tecniques del procés de purificaci6, o bé, per a
guardar la mostra proteica pura en el tampé adequat.

Amb aquesta finalitat s’han emprat dos meétodes diferents, depenent del protocol
de purificaci6: la cromatografia atmosferica d’exclusié molecular (PD-10), explicada a

I'apartat anterior, i la dialisi.

3.7.1. Dialisi.

La dialisi consisteix en aplicar la mostra dins d'un sac de dialisi o membrana de
cel-lulosa, amb porus de grandaria inferior al de la mostra proteica, de forma que permet
I'intercanvi de tamp6 mentre la mostra queda dins el sac. La dialisi es realitza a 4 °C, en
agitacio suau, i enfront un volum de tampé 500 cops el volum de la mostra, durant minim
3 h. Per assegurar una bona dialisi, es recomana fer-ne dues en série ja que el factor és
multiplicatiu.

Les proteines emprades en aquest treball s6n majors de 12 kDa, aixi, els sacs de
dialisi emprats han estat d'una mida d’exclusi6 de 12-14 kDa (Medicell Membranes Ltd).

Per a dialitzar mostres de volums inferiors a 200 pl, s’han emprat els tubs de dialisi
MINI Dialysis Units (G-Biosciences), amb una mida d’exclusi6 de 8 kDs o 15 kDa, depenent

de la proteina dialitzada.

3.7.1.1. Pretractament dels sacs de dialisi

Els sacs de dialisi han de ser preparats abans de ser emprats. Per a fer-ho es

segueix el protocol descrit a continuacio:

1. Al bunsen, bullir 2-3 m de sac de dialisi dins d'un erlenmeyer amb 2 L de tamp6 EDTA 5
mM, pH 8.0.

Arribar al punt d’ebullicié i mantenir-lo durant uns 5 min, deixar refredar.

Decantar el tampd i repetir el procés.

Rentar els sacs amb aigua Milli-Q abundant.

Guardar els sacs pretractats a 4 2C en 1 L d’aigua Milli-Q, afegir-hi 5 gotes de cloroform.

A T

Abans d’usar, rentar els sacs amb aigua Milli-Q i amb el tamp6 en el qual es fara la dialisi.
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3.8. Concentracio del volum de les mostres proteiques.

Per a treballar amb volums de mostra més manejables, o bé, per arribar a la
concentracié de proteina necessaria per a realitzar diferents técniques, s’han usat els
concentradors per a centrifuga Centrifugal Filters Units Amicon Ultra-15 mL o Ultra-4 mL
(Millipore). Els concentradors s6n tubs que contenen a l'interior una membrana amb una
mida d’exclusié de 10 kDa, on s’aplica la mostra. Per centrifugacié, normalment a 2500
rpm i a 4 °C, es concentra la mostra de proteina. El temps de centrifugacié depén del

volum de mostra inicial i de la seva concentracio.

3.9. Electroforesi en SDS-PAGE.

L’electroforesi en SDS és un dels metodes més usats en l'analisi de proteines, i es
basa en la separaci6 de proteines segons el seu pes molecular, dins d’un camp eléctric. Es
una electroforesi desnaturalitzant, ja que el detergent SDS, carregat negativament, forma
una pellicula al voltant de les proteines, emmascarant la seva carrega intrinseca i
desplegant-les (Shapiro, Vinuela & Maizel 1967). Com que la quantitat de detergent unit és
proporcional a la grandaria de la moléecula, aquestes avancaran dins del gel en funci6 de la
seva massa molecular, sent les proteines més petites les de major mobilitat. L’electroforesi
es realitza sobre un suport o gel d’acrilamida, una substancia que polimeritza gracies a
I'addici6 de Persulfat amonic (PA) i TEMED (N, N, N’, N'-tetrametilé-diami), creant una
malla porosa, el diametre del qual dependra del percentatge d’acrilamida usat.

El gel d’acrilamida més usat és el discontinu, format per dues fases (o gels) amb

percentatges d’acrilamida i pH diferents:

- Gel separador o inferior: conté un percentatge d’acrilamida depenent de la

mostra a separar i en ell es separaran les moléecules segons el seu pes molecular:

% Acrilamida | Rang de separacié (kDa)
7 50-500
10 20-300
12 10-200
15 3-100
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- Gel concentrador o superior: conté un tant per cent d’acrilamida estandard, del
4-5 %, i un pH més acid que el gel separador. En ell es formen els pous de carrega
de proteina, permet la concentracié de la mostra carregada i proporciona un punt

de partida igual per a totes les mostres al aplicar el camp eléctric.

3.9.1. Preparacio del gel d’acrilamida.

Per a la preparacid dels gels s’utilitzen les solucions segiients:

- Solucid A: 40 % acrilamida/bisacrilamida 37.5/1
- Solucié B: Tris/HCI 1.5 M, SDS 0.4 %, pH 8.8

- Solucié C: Tris/HCl1 0.5 M, SDS 0.4 %, pH 6.8

- PA: Persulfat amonic al 10 % (p/v)

- TEMED

Per a preparar dos gels d’acrilamida al 12, es segueix la recepta segiient:

Gel separador A B H,0 TEMED PA
12% 4 mL 2,5mL 3.5mL 10 ul 100

Gel concentrador A C H,0 TEMED PA
4% 0.65 mL 1.25mL 3mL 5ul 50 ul

La soluci6 s’aboca dins d’'un suport de vidre, de 0.75 mm d’espai buit, i posterior
amplada del gel. Primer s’afegeix el gel separador, seguit d'unes gotes d’isopropanol per
tal d’eliminar possibles bombolles, evitar el contacte amb 1'oxigen atmosféric, i assegurar
que el gel inferior polimeritzi recte. Un cop polimeritzat a TA, es descarta l'ispropanol per
decantaci6 i varis rentats amb aigua Milli-Q, i s’afegeix a sobre el gel concentrador amb la
pinta com a motlle dels pous de carrega. Un cop el gel ha polimeritzat a TA, es col-loca dins
la cubeta d’electroforesi, la qual s’ha d’omplir de tampé d’electroforesi (TE) adient per a la

circulacio del corrent electric:

- Tampo d’electroforesi TE 10x, 1L:

30g de Tris/HCI 0.25 M

140g | de Glicina2 M

10g d’SDS 1 % (p/v)
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Abans de carregar les mostres al gel, es preparen amb tampd de carrega i s'incuben

5 min a 100 °C, per tal de desplegar completament les proteines.

- Tampo de carrega 4x, 5 ml:

0.12g de Tris/HCI 0.2 M

25¢g de Glicerol 50 % (p/v)

05¢g d’SDS 10 % (p/v)

de blau de bromofenol 0.4 %

(p/v)
300 ul B-mercaptoetanol 15 % (v/v)

0.02g

, que conté I'SDS (dodecilsulfat sodic) per carregar negativament les proteines i
desplegar-les, [3-mercaptoetanol per reduir possibles ponts disulfur, glicerol per a
introduir la mostra dins del gel augmentant la densitat, i el colorant blau de bromofenol
per a seguir el front d’avangcament de ’electroforesi.

Un cop carregades les mostres, s’aplica un amperatge constant de 25 mA/gel,

aproximadament durant 1 h, fins que el front arribi al final del gel.

3.9.2. Tincio i destincio del gel d’acrilamida.

Quan la separaci6 ja ha finalitzar, es retira el gel de la cubeta i es disposa a ser
tenyit. Els gels d’acrilamida es tenyeixen amb el colorant blau de Coomassie, en agitacid

suau durant aproximadament 15 min, a TA.

- Tamp6 de Tinci6:

45 % de metanol

10 % d’acid acetic

45 % d’aigua destil-lada

0.2 % (p/v) | de Coomassie Brilliant Blue

Per a destenyir el gel, es deixa en agitacié en acid acétic 10 %, o bé, en aigua

destil-lada, fins a observar bé les bandes de proteines.
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4. TECNIQUES ESPECTROSCOPIQUES.

4.1. Determinacio de la concentracié de proteina.

La concentracié de proteina, igual que la de DNA, es pot mesurar mitjangant
I'espectrofotometre, utilitzant una cubeta de quars d’1 mL, o bé mitjancant el nanodrop, en
el que s’aplica 2 pl de mostra. Les proteines absorbeixen llum al ultraviolat gracies als
anells aromatics dels residus triptofan, fenilalanina i tirosina, i una certa contribucié dels
cadenes cistinil, amb un maxim d’absorbancia al voltant de 280 nm, en funci6 del nombre

de residus Trp, Tyr i Phe que conté cada proteina. Coneixent el coeficient d’extincié molar
de la proteina (€) a 280 nm, i aplicant la llei de Lambert-Beer, es pot determinar la

concentracié en solucié de proteina pura.
AbSZSO :C'l‘g

, on ¢ és la concentracié de proteina, en mols/L; i I és el pas de llum de la cubeta

emprada, en cm.

En funcio6 de la proteina, els coeficient d’extincié molar usats han estat:

- scFv-h3Dé: £280M = 45330 u.Abs.- M~!.-cm™?!
- scFv-h3D6 experimental: £280M = 39997 u.Abs.- M1 . cm™?!
- VL-AL12imutants: g,50" = 13610 u.Abs.-M~1.cm™!

- Proteasa TEV: £280M = 13840 u.Abs.- M~ 1. cm™1
4.2. Dicroisme Circular.

El Dicroisme Circular (CD) és una de les técniques espectroscopiques emprades
per a determinar l'estructura de proteines. Freqiientment, s'utilitzen longituds d’ona
corresponents al ultraviolat llunya (de 260 a 190 nm), obtenint I'espectre d’estructura
secundaria. Pero també es pot determinar l'estructura terciaria si s’utilitzen longituds
d’ona del ultraviolat proper.

La técnica de CD utilitza un espectrofotopolarimetre, el qual incideix llum
polaritzada circularment sobre la mostra proteica. Depenent de la geometria del I'enllag
peptidic de la mostra, aquesta absorbira la llum i la dispersara donant un espectre de
plegament determinat (Johnson 1988). A més, el contingut en residus aromatics i ponts

disulfur d’'una proteina, també contribueixen, de forma important, a I'espectre de CD
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(Sreerama et al. 1999). La desnaturalitzaci6 téermica per CD llunya consisteix en obtenir
I'evolucié d'un punt determinat del espectre en funcié de la temperatura de 25 a 90 °C,
relacionant-se amb canvis en l'estructura secundaria. Un cop la proteina es troba
desplegada, es pot determinar el seu grau de reversibilitat registrant l'espectre de
renaturalitzacié a temperatura de 25 °C, o bé tota la corba sencera.

La figura M. 4 mostra I’espectre de CD tipic de I'estructura secundaria de proteina

en helix-a, fulla-f3, o random-coil.

——— gl
i fubla-[
de randam coll

MRE (deg-cm”-dmol’)

130 o 230 250
Longitud d'ona (nm)

Figura M. 4. Espectre de CD de diferents estructures secundaries de proteines. Helix-a (negre), fulla-g
(vermell) i random coil (verd). Figura adaptada de www.ap-lab.com.

La técnica de CD ha estat emprada per l'estudi de I'estructura secundaria del
fragment d’anticos scFv-h3D6 i del domini variable AL-12, les condicions de la mostra i els
parametres d’adquisici6 dels diferents espectres es troben detallats a l'apartat de

Materials i Metodes del Capitol 11i 3, respectivament.

4.3. Fluorescencia dels residus de triptofan.

La fluorescencia consisteix en l'emissié de radiacid electromagnética per part
d’'una molécula que passa d'un estat d’energia excitat, produit per l'absorcié a una
determinada longitud d’ona, al estat fonamental.

La fluorescéncia intrinseca dels residus aromatics (Trp, Tyr i Phe) és una de les
propietats proteiques més emprades per a monitoritzar, mitjancant un fluorimetre,

processos de plegament i desplegament de proteines. Concretament, la fluorescéncia del
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residu triptofan resulta molt sensible a pertorbacions en l'estructura terciaria de
proteines, ja que sovint es troba forca enterrat dins el nucli hidrofobic. El seu anell
aromatic, al ser excitat a una longitud d’ona de 290 nm, emet fluorescéncia a una longitud
d’ona d’entre 335 i 355 nm. De forma general, es considera que el maxim d’emissi6 del Trp
a I'estat natiu és a 240 nm, mentre que a I'estat desplegat és a 255 nm, degut a I’exposicié
del residu al solvent. La magnitud de desplacament del maxim depén de com estava
d’enterrat el Trp a I'estat natiu, i de si la proteina arriba a desplegar completament, o
només parcialment. Tot i aix0, la intensitat de I'emissié de fluorescencia depén de I'entorn
local dels residus Trp dins I’estructura proteica, i, per aquesta rao, no es pot predir en quin
sentit variara la fluorescencia de cada residu Trp de la proteina durant el procés de
desplegament. Degut a que un residu concret pot augmentar la seva intensitat durant el
procés de desplegament, mentre que un altre la pot disminuir, quan en una proteina hi ha
més d'un residu Trp la mesura de la intensitat de fluorescéncia no pren sentit, i és el
desplacament del maxim cap al vermell el que ens donara informaci6 util (Royer 1995).
Aixi com la desnaturalitzacié per CD ens aporta informacié a nivell de canvis en
I'estructura secundaria, la fluorescéncia ens permet seguir els canvis que pateix

I'estructura terciaria durant el procés de desnaturalitzacié o renaturalitzacio.

La tecnica de fluorescencia ha estat emprada per I'estudi de I'estructura terciaria
del fragment d’anticos scFv-h3D6 i del domini variable AL-12, les condicions de la mostra i
els parametres d’adquisicié dels diferents espectres es troben detallats a I'apartat de

Materials i Métodes del Capitol 1 i 3, respectivament.

4.3.1. Desnaturalitzacié quimica i obtencio de parametres termodinamics.

La desnaturalitzacié quimica, mitjangant urea, és un dels principals metodes per a
estudiar I'estabilitat proteica i el procés de desplegament de proteines, i la possibilitat de
detectar estats intermediaris de la via de plegament. La corba de desnaturalitzaci6
quimica pot ser adquirida mitjancant l'espectroscopia de fluorescéncia o de CD,
enregistrant 'efecte de la urea sobre l'estructura terciaria i secundaria de la molecula,
respectivament.

A partir del ajust de corba de desnaturalitzacid, seguida per fluorescencia dels
residus Trp, a una equacié de dos o tres estats, per exemple, es poden extraure els
parametres termodinamics de la proteina, com ara el valor de [D]so% (concentracié de
desnaturalitzant en la qual el 50 % de la proteina es troba desplegada), de AGn.y (energia
lliure de plegament), i el valor de my.y (diferéncia en I'accessibilitat al solvent entre I'estat

natiu i el desplegat, i directament relacionat amb la cooperativitat de la molécula).
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Tot i ser d’us general, la base molecular per la qual la urea desnaturalitza proteines
és desconegut. Existeixen dues vessants teoriques, la primera defensa la interaccié directe
entre la urea i la molecula, on la urea competeix amb les interaccions natives per pont
d’hidrogen i salines, afavorint el desplegament i estabilitzant 'estat desnaturalitzat. Per
altra banda, la segona teoria proposa que la urea afecta indirectament a la proteina
alterant el seu entorn o solvent, segrestant 'aigua de solvataci, i facilitant I'exposicié de

residus hidrofobics enterrats (Bennion, Daggett 2003, Das, Mukhopadhyay 2009).

La tecnica de fluorescéncia ha estat emprada per a registrar la corba de
desnaturalitzacié6 quimica del domini variable AL-12. Les condicions de la mostra i els
parametres d’adquisicié dels diferents espectres, aixi com els ajustos per a I'obtencié dels
diferents parametres termodinamics, es troben detallats a 'apartat de Materials i Metodes

del Capitol 3.

4.4. Fluorescencia dels fluorofors Tioflavina T i ANS.

A part de la fluorescencia intrinseca de les proteines, deguda als seus residus
aromatics, és possible estudiar els canvis conformacionals de les proteines mesurant
I'emissié de fluorofors que interaccionen especificament amb certes regions o estats
conformacionals de les molecules.

En aquesta tesi s’han emprat els fluorofors Tioflavina T i ANS.

- Tioflavina-T (ThT).

La ThT incrementa la seva intensitat de fluorescéncia al unir-se a agregats
amiloides, per aixd és dels reactius més usats per a estudiar cinétiques de formacié
amiloide. El fluorofor és excitat a una longitud d’ona de 450 nm, el seu espectre d’emissid

vade 470 a 530 nm, amb un maxim de fluorescéncia a 482 nm.

- ANS.

L’ANS (acid 8-anilin-naftalé-sulfonic) és un compost aromatic que interacciona
amb regions hidrofobiques exposades al solvent, donant lloc a un augment de la seva
fluorescéncia. La longitud d’ona d’excitaci6 del ANS és a 388 nm, donant un espectre

d’emissio de 400 a 600 nm, amb el maxim a 470 nm.

La técnica de fluorescéncia per ThT i ANS ha estat emprada per als assajos

d’agregaci6 del fragment d’anticos scFv-h3D6. Les condicions de la mostra i els
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parametres d’adquisicio dels diferents espectres es troben detallats a l'apartat de

Materials i Métodes del Capitol 1.

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

L’espectroscopia d’infraroig és un dels métodes classics per a determinar
I'estructura de molecules, degut a la seva sensibilitat a la composicié quimica i variacions
en l'entorn. L’absorcié de radiacié infraroja ddéna lloc a transicions vibracionals dels
enllacos covalents de les molécules. Per a l'estudi de proteines és treballa a l'infraroig
mitja, concretament a la regié de vibracié del enlla¢c amida I, situada entre els nombres
d’ona 1700 i 1600 cm!. La freqliéncia vibracional de 'amida I és deguda, principalment, al
grup carbonil (C=0) de cada enllag peptidic de la proteina, i la seva for¢a depén
directament de la conformacié de l'esquelet polipeptidic, relacionat amb I’estructura
secundaria.

La tecnica de FTIR és de les poques que permet estudiar 'estructura d’agregats
insolubles, com ara la de les fibres amiloides. Degut a que la conformaci6 en fulla-§ és
caracteristica dels diferents tipus d’agregats proteics, monitoritzar els seus canvis durant
el procés d’agregaci6 permet descriure el panorama conformacional de la via d’agregacio.
De forma general, durant el procés d’agregacio, la posicié6 del maxim de I'amida I es
desplaca cap a nombres d’ona més baixos, degut a 'increment de ponts d’hidrogen, de la
longitud de la fulla-B estesa, o del nimero de cadenes-3 (Zandomeneghi et al. 2004). Per
aquesta ra0, aquesta técnica és molt apropiada per a diferenciar fulles-f amb diferent grau
d’empaquetament i seguir processos d’agregacio.

Un dels passos limitants del FTIR, és l'assignacié dels components de la banda
d’amida I’ als diferents elements d’estructura secundaria de la proteina, sent molt
important per a una correcta interpretacidé dels resultats obtinguts (Arrondo et al. 1993,
Arrondo, Goni 1999).

L’espectroscopia d’infraroig requereix d'una gran concentracié de mostra per tal
de que la relacié senyal/soroll sigui suficientment elevada i significativa. A més, la banda
de vibraci6 de I'enllag O-H de les molecules d’aigua, localitzada a I'amida II (centrada a
1545 cml), emmascara la zona d’absorci6 del enllag amida I, dificultant 1'obtencié de
informacio sobre les conformacions proteiques. Per aquesta rao, cal intercanviar els atoms
d’hidrogen per deuteri, o aigua deuterada (D:0), mitjangant els tubs de dialisi MINI
Dialysis Units (G-Biosciences), o bé, liofilitzant les mostres i resuspeses en D,0. La banda
amida I obtinguda a partir de mostres deuterades es denomina amida I'. Les mostres es
col-loquen entre dos finestres de CaF,, separades mitjancant un espaiador de 50 pm

(Reflex Analytical).
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Per a I'obtenci6 dels espectres s’ha emprat I'espectrometre Varian Resolutions Pro,
registrant I'espectre de 4000 a 400 cm-?, a una velocitat de 95 cm~1/min, una resoluci6 de
2 cml, i fent la mitjana de 1000 acumulacions. L'espectre va ser inicialment corregit
contra el soroll de fons (o background), i la senyal del tamp6 i del vapor van ser restades

abans de procedir amb el tractament de les dades.

La técnica de FTIR ha estat emprada per l'estudi de I'estructura i agregacié del
fragment d’anticos scFv-h3D6, del domini variable AL-12, i del domini PDZ3. Les
condicions de la mostra, els parametres d’adquisicié dels diferents espectres, aixi com el
tractament de les dades i la deconvolucié de la banda d’amida I’, es troben detallats a

I'apartat de Materials i Metodes del Capitol 1, 3 i 4, respectivament.

4.6. Microscopia electronica de transmissi6 (TEM).

La microscdpia electronica permet magnificar mostres fins a un mili6 de vegades
amb un limit de resolucié de 2 nm. Aquesta magnificacié s’aconsegueix emprant un feix
d’electrons, modulat per una serie de lents electromagnétiques, de forma que incideix
sobre la mostra que es vol visualitzar. Part dels electrons seran capacgos de travessar la
mostra, mentre que altres seran dispersats, obtenint la imatge amplificada. Per tal de que
els electrons no siguin dispersats per molécules d’aire, tot el sistema ha d’estar totalment

al buit.

4.6.1. Tincié negativa de les mostres de TEM.

Les mostres han estat preparades amb tincié negativa d’acetat d'uranil al 1 % i
disposades sobre reixetes de coure recobertes d'una capa de carboni. La tincié negativa
recobreix la mostra i dispersa els electrons, obtenint un bon contrast en la imatge.

El protocol seguit per la preparacié de mostres, ha estat el segiient:

1. Siconvé, diluir la mostra (1/10), amb el mateix tampd, per tal de visualitzar correctament
les estructures d’intereés.

Aplicar 5 pl de mostra sobre la capa de carboni de la reixeta, deixar-ho reposar 2 min a TA.
Absorbir 'excés de mostra tocant la gota mitjancant paper de filtre.

Tenyir la mostra amb 5 pl d’Acetat d’Uranil 1%, deixar reposar 2 min a TA.

Absorbir I'excés d’acetat d’'uranil tocant la gota amb un paper de filtre.

AN A T

Assecar la mostra 2 min a TA. Les mostres poden ser visualitzades immediatament, o bé,

guardades en condicions de buit.
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Les mostres han estat visualitzades al microscopi Hitachi H-7000, del servei de

microscopia de la UAB i analitzades amb el software DigitalMicrograph (Gatan).

La técnica de TEM ha estat emprada per a l'estudi de I'agregacié del fragment
d’anticos scFv-h3D6 i del domini PDZ3. La condici6 i el tractament de les mostres previ a
ser dipositades a la reixeta, es troben detallats a 'apartat de Materials i Metodes del

Capitol 1, i 4, respectivament.
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5. CULTIUS CEL-LULARS.

Treballar amb cultius cel-lulars és una de les opcions més emprades actualment,
com a primera aplicaci6 biomedica. Tot i que, realment, consisteix en un metode in vitro,
els cultius cel-lular és la primera aproximacié real als experiments in vivo, com per
exemple, els models ratolins, i els seus resultats sén considerats necessaris abans de
passar a sistemes in vivo.

Les condicions de treball amb cultius cel-lulars han de ser totalment esterils, per
aixo s’ha treballat dins la sala de cultius de nivell de bioseguretat Il, i en cabina de cultius

de nivell de bioseguretat I (Departament de Bioquimica i Biologia Molecular de la UAB).

5.1. Linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y.

Per a realitzar els diferents experiments de viabilitat, s’ha usat la linia cel-lular de
neuroblastoma huma SH-SY5Y (Cell Line Services, GmbH). Aquesta linia prové d'una
pacient amb metastasi al moll de I'os, i es localitza al cervell. Les cel-lules sén adherents i
creixen formant agregats (o cliisters), amb multiples, curtes i fines neurites; sense arribar a
formar una monocapa confluent.

Per al seu manteniment i propagacio, les cél-lules han estat incubades a 37 °C, en
un 5 % de COy, en flascons de 75 cm? de superficie (Sarstedt) i en medi de cultiu DMEM/F-
12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham); complementat amb
un 10 % de FBS (Fetal Bovine Serum), un 1 % de NAA (Non-essential Aminoacids),iun 1 %
d’antibiotics penicil-lina/estreptomicina (tot ells adquirits a Sigma-Aldrich). El canvi de
medi s’ha fet cada 2 dies, realitzant dos rentats amb tampd PBS, pH 7.4, esteril, abans
d’afegir medi de cultiu fresc. Es important temperar, al bany a 37 °C durant 20-30 min,

totes les solucions abans de ser usades.

5.2. Subcultiu cel-lular.

El subcultiu cel-lular, o passatge, es realitza quan s’assoleix, aproximadament, el 70
% de confluéncia al flasc (per a la linia cel-lular SH-SY5Y, uns 4-5 dies). Al ser una linia
adherent, cal desenganxar les cél-lules amb 1 mL de Tripsina-EDTA 1X (Sigma-Aldrich),
incubant-les durant 3 min a 37 °C. La tripsinitzacié s’inhibeix afegint 4 mL de medi de
cultiu fresc. Per a desfer possibles agregats cel-lulars, es resuspenen les cel-lules suaument

i es passen a un flasc nou, a una dilucié d’entre 1/201i 1/50.
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5.3. Reservori de la linia cel-lular.

Les linies cel-lulars poden ser conservades durant més de 2 anys congelades i
guardades en tancs de Nz-liquid. Es important mantenir un reservori de cél-lules, ja que les
caracteristiques neuronals es van perdent a mesura que augmenta el nombre de

passatges. A més, és un recanvi necessari en possibles casos de contaminacio.

- Criopreservacid. Cal partir d’'una elevada confluéncia per assegurar una minima
viabilitat al tornar-les a descongelar. Un cop les cél-lules han estat desenganxades
del flasc i diluides amb medi de cultiu, es centrifuguen (5 min, a 1280 g), es
descarta el medi per aspiracié, i es resuspenen amb 1 mL de medi de cultiu fresc
complementat amb un 5 % de DMSO. Cada mL de cel-lules, es disposa en un
criotubs de 2 mL, es congelen a -80 °C, i més tard sén emmagatzemades al tanc de

N,-liquid.

- Descongelacid. Per a recuperar una linia congelada, s’extrau un criotub de
cél-lules guardades, es deixa temperar 2 min a TA i seguidament es descongelen
completament al bany a 37°C. El mL de cel-lules descongelades, es passa
automaticament a un flasc nou (recomanable que sigui de 25 cm?, per facilitar
I'adhesi6) diluint-les 1/10 en medi de cultius fresc. Quan les cel-lules s’hagin
adherit (unes 5 h), aspirar el medi i afegir-ne de nou per eliminar totes les restes

de DMSO.
5.4. Comptatge de cel-lules.

Sovint és necessari quantificar el nombre de cel-lules en un volum determinat per a
prosseguir amb experiments de cultius, com en el nostre cas de determinacié de viabilitat
cel-lular. Inicialment s’havia emprat la Cambra de Neubauer, pero el comptatge automatic
mitjancant I'aparell TC10™ Automated Cell Counter resulta molt util per ser senzill, fiable i
rapid.

Per a experiments de viabilitat, cal partir d'una elevada confluéncia cel-lular per
assegurar una concentracié6 de mostra suficient. Un cop les cél-lules han estat
tripsinitzades i diluides amb medi de cultiu, es centrifuguen (5 min, a 1280 g), es descarta
el medi per aspiraci6, i es resuspenen en un volum estimat per assolir la concentracio
minima (uns 10 mL). Es mesclen 100 pL de cél-lules resuspeses amb 100 pL de colorant
Trypan-blue, i es disposen 10 pL al porta de lectura automatica, que té un rang de deteccid
de 5-104 - 1-107 cél-lules/mL. A partir del resultat obtingut, es calcula la dilucié de la

mostra necessaria.
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5.5. Experiments de viabilitat cel-lular de SH-SY5Y.

Per als experiments de viabilitat s’han emprat plaques d’ELISA de 96 pous
(Sarstedt), en els que s’hi ha afegit 2:104 cél-lules/pou, en 100 pL de medi de cultiu. Les
plaques s’han deixat incubant 24 h a 37 °C per a la total adhesi6 de les cél-lules. Degut a
que I'FBS pot interferir en els resultats de viabilitat cel-lular, abans de tractar les cel-lules,
s’ha reemplacat el medi amb 90 ul de medi de cultiu amb només un 2 % d’FBS. De cada
una de les condicid experimentals, s’han realitzat repliques de 6 pous, afegint 10 pl
mostra/pou (dilucié mostra 1/10). Les plaques s’han deixat, de nou, incubant durant 24h a
37 °C per tal d’assegurar l'efecte sobre les cel-lules. Mitjangant el metode de 'MTT, s’ha

mesurat la viabilitat cel-lular.

5.5.1. Assajos de viabilitat per MTT.

L’assaig per MTT quantifica l'activitat de I'enzim mitocondrial succinat
deshidrogenasa, mesurant directament la viabilitat cel-lular. L'MTT és una soluci6 grogosa
que, per activitat de 'enzim mitocondrial, és precipitada en forma de formazan insoluble,
de color blau fosc.

A cada un dels pous de la placa d’ELISA, s’hi afegeixen 10 pl d’'MTT, a 5 mg/mL en
PBS (0.5 mg/mL al pou) i filtrat amb filtres esterils de PDVF de 0.22 um . La reaccio
s'incuba 4 h a 37 °C. Per aspiracio, s’elimina el sobrenedant, i els cristalls de formazan sén
solubilitzats amb 100 ul de DMSO, agitant durant 10 min a TA. La intensitat de cada pou és
mesurada colorimétricament a 540 nm i a 620 nm, mitjancant el lector de plaques d’ELISA
Victor3 (Perkin Elmer). La diferéncia entre totes dues mesures ha servit per a calcular el
tant per cent de viabilitat, fent la mitjana de les 6 répliques per placa i de, minim, 2

experiments independents, indicant I'error SEM (Standard Error of the Mean).

Els experiments de viabilitat per MTT han estat emprats per a l'estudi de
citotoxicitat del peptid ABi-42 i 'efecte del fragment d’anticos scFv-h3D6, aixi com del
domini PDZ3. La condicid i el tractament de les mostres previ a ser afegides al cultiu d’SH-
SY5Y, es troben detallats a l'apartat de Materials i Meétodes del Capitol 1, i 4,

respectivament.
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6. TECNIQUES BIOINFORMATIQUES.

6.1. Modelatge tridimensional de I’scFv-h3Dé.

El modelatge tridimensional de proteines esdevé una molt bona alternativa a la
cristal-litzacio, que sovint resulta dificil d’aconseguir (Bramucci et al. 2012), i a la resoluci6
d’estructures per ressonancia magnetica nuclear (RMN), que té la limitaci6 de la grandaria
de la cadena polipeptidica (maxim uns 200 residus) i és incompatible amb la presencia
d’agregats (Wuthrich 2001). A partir d'un modelatge proteic s’obté una fiable
caracteritzacié de la proteina, tan a nivell d’estructura secundaria i com terciaria, encara
que els residus que no tenen identitat amb el motlle del model poden quedar en una
orientaci6é inadequada. Determinar residus conservats, exposats o enterrats, reconeixer
interaccions locals o distants dins la molécula, o localitzar, dins de lestructura
tridimensional de la molecula, les regions amb tendéncia a I'agregaci6 predites a partir de
la seqiliéncia, son dades molt utils per a entendre el comportament de la molecula i
millorar-ne I'experimental. A més, la seva possibilitat de rotacié en 3D permet localitzar
cadenes laterals que poden ser causa de baixa estabilitat i/o solubilitat de la molécula, i

facilita el disseny de possibles mutants de la proteina.

En el nostre cas, s’ha construit un model de l'estructura tridimensional del
fragment d’anticos recombinant scFv-h3D6. Per al seu disseny s’ha fet s de les técniques

bioinformatiques descrites a I'apartat de Materials i Metodes del Capitol 2.

6.2. EXPASy.

L’ExPASy és un portal de recursos bioinformatics (Swiss Institute of Bioinformatics,

SIB) el qual déna accés a diverses bases de dades i eines cientifiques. Alguns exemples son:

- ProtParam. Consisteix en una eina que permet obtenir varis parametres fisics i
quimics a partir d’'una determinada seqiiencia proteica, com ara el pes molecular,
el pl, el coeficient d’extincié molar, etc. S’ha de tenir en compte, perod, que aquests

sén valors teodrics i aproximats que poden servir com a idea general i inicial.

- Reverse/Translate. Permet fer analisi de seqliéncia de nucleotids i d’aminoacids,

sobretot a I’hora de comprovar resultats de seqtienciacié de DNA.

- BLAST. Emprat per a la recerca d’homologia de seqtiéncies dipositades en el PDB

(Protein Data Bank).
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CAPITOL 1: Un fragment variable de cadena senzilla
(scFv-h3D6) anti-AB impedeix la formacio de fibres
amiloides i la citotoxicitat del peptid A mitjangcant la

retirada d’oligomers de la via amiloide.

ARTICLES RELACIONATS:

An anti-Af (amyloid ) single-chain variable fragment prevents amyloid fibril
formation and cytotoxicity by withdrawing Ap oligomers from the amyloid pathway

Marin-Argany, M.*, Rivera-Hernandez, G.*, Marti-Clua, ]. & Villegas, S.
Biochemical Journal 437, 25-34 (doi:10.1042/BJ20101712) 2011

*First co-author

Early intervention in the 3xTg-AD mice with an amyloid 3-antibody fragment
ameliorates first hallmarks of Alzheimer disease.

Giménez-Llort, L., Rivera-Hernandez, G., Marin-Argany, M., Sanchez-Quesada, JL. & Villegas, S.

mAb 5:5, 665-677 (doi:10.4161/mabs.25424) 2013
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1. RESUM.

La immunoterapia anti-Af s’ha revelat com una eina esperancadora en el
tractament de la malaltia de I'AD. L’administracié de fragments variables de cadena
senzilla (single-chain variable fragment, scFv) no produeix els efectes adversos observats
en l'administracié d’anticossos complets. En el seglient capitol, es presenta l'expressio
recombinant del scFv-h3D6, derivat d’'un mAb humanitzat especific per a $-oligomers, aixi
com la demostraci6 de la seva capacitat per anul-lar la toxicitat induida per el peptid AB1-42
a la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y. Per a coneixer els canvis
conformacionals de I'scFv-h3D6 relacionats amb la prevencié de tal toxicitat, es descriu
I'espai conformacional de I'scFv-h3D6 sota pertorbacid per temperatura. L’escalfament del
estat natiu no condueix a cap grau de desplegament de la proteina, sin6 directament a un
estat intermediari reorganitzat que inicia una via d’agregaci6. Aquesta via d’agregaci6 no
és una via amiloide, com la que segueix el peptid AB, sindé més aviat una via en la que
apareixen fibres worm-like que, notablement, resulten ser no toxiques. En condicions
fisiologiques, aquesta via es troba termodinamica i cineticament afavorida quan I'scFv-
h3D6 i els oligomers-ABi.42 formen un complex, el que explica com I'scFv-h3D6 retira el
peptid AB de la via amiloide. Aquesta és la primera descripcié d’'un mecanisme molecular

pel qual un scFv evita la toxicitat dels oligomers formats pel péptid Ap.
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2. INTRODUCCIO.

Des del primer indici de neurotoxicitat induida pel fragment C-terminal, de 105
residus, de la proteina APP (Amyloid Precursor Protein) (Yankner et al. 1989), fins a
'actualitat, moltes son les evidéncies, i van en augment, de que els oligomers solubles del
peptid amiloide AB sén la causa de la perdua de sinapsis i del dany neuronal caracteristic
de la malaltia de 'AD (AD) (Lansbury, Lashuel 2006). Conseqiientment, s’ha vist que certs
problemes cognitius apareixen abans de que els dipdsits amiloides s’hagin format (Dineley
et al. 2002). A més a més, la severitat d’aquests déficits es troben correlacionats amb els
nivells d’Af} soluble, i no amb la preséncia de plaques amiloides (McLean et al. 1999).
Ambdues observacions indiquen que la neurodegeneracio és prévia i no com a resultat de
la deposicié amiloide. D’acord amb aixo, existeix la necessitat de trobar noves terapies que
capturin els oligomers d’Af3 enlloc de les fibres amiloides.

De forma natural, en el liquid cerebroespinal huma i en el plasma d’individus sans,
hi s6n presents anticossos contra el peptid AB3o.42, els nivells dels quals, pero, es redueixen
significativament en pacients d’AD, suggerint que la patologia pot tenir una base
immunodeficient (Solomon 2009). Les primeres descripcions respecte el potencial
terapeutic dels anticossos anti-péptid AP es basaven en la inhibicié de la fibril-lacié in
vitro, i en la prevencio6 de la neurotoxicitat del péptid AB1-40 en cultius cel-lulars (Solomon
et al. 1997). La primera demostracié de I'efectivitat de la immunoterapia contra I'Af, in
vivo, es va obtenir en ratolins PDAPP transgénics, els quals sobreexpressen la proteina
humana APP mutada en el residu Val717 per Fenilalanina (V717F) (Schenk et al. 1999). En
aquest cas, la immunitzaci6 activa, amb el péptid Af1.42, redueix drasticament la carrega
amiloide del cortex cerebral i del hipocamp. Subseqiientment, l'efectivitat de la
immunoterapia passiva (com per exemple, administrant anticossos dirigits contra I'Af3),
també va ser testada en els mateixos ratolins (Bard et al. 2000). Un cop es va aconseguir
superar les diferents fases cliniques amb models animals, es va prosseguir amb les proves
amb humans vacunats activament amb el péptid ABi.42 (Schenk 2002). No obstant, la fase
clinica, nomenada AN-1792, va ser aturada degut a 'aparicié6 de complicacions de tipus
meningoencefalitiques (Nicoll et al. 2003). Tot i que el tractament va ser parat, aquells
pacients que van ser inicialment immunitzats van continuar sent monitoritzats, i es va
detectar un important retard de la davallada cognitiva, fins i tot un any despreés de I'tltima
dosi (Hock et al. 2003). A part de la meningoencefalitis, un altre dels efectes secundaris
d’administrar I'anticos sencer, és que agreuja la angiopatia amiloide cerebral (CAA), un
trastorn dels vasos sanguinis del SNC caracteritzada pel depdsit de material $-amiloide

sobre les parets (Pfeifer et al. 2002).
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Després de nombrosos estudis per a prevenir els efectes secundaris no desitjats,
les proves cliniques que més han avancat son les de la vacuna ACC-001, que consisteix en
un derivat del péptid AR, i les del anticos AAB-001, o Bapineuzumab, un anticos
monoclonal (mAb) muri dirigit contra els residus 1-5 de I'extrem N-terminal del péptid Af3
(mAb-h3D6), el qual és especific dels oligomers d’Af (Jacobsen 2006, Wisniewski,
Konietzko 2008, Nitsch, Hock 2008). Malgrat les grans expectatives, aquest ultim
tractament va ser aturat en fase clinica IlI, degut a resultats contradictoris (Thomas 2012).
En fase clinica II, els efectes adversos del Bapineuzumab eren lleus i transitoris, pero va
causar edema vasogénic (Rinne et al. 2010). Aquest efecte va ser relacionat amb la dosi de
farmac, i la majoria dels casos eren portadors de I'al-lel APOE4. Desafortunadament, les
restriccions de dosi i el reclutament de pacients amb l'al:lel APOE3, el més freqiient en
humans i no relacionat amb I’AD esporadic, no van ser suficients per a seguir amb la fase
[II (Thomas 2012). Cal mencionar que aquestes proves van ser realitzades en pacients
amb un diagnostic de la malaltia massa avancat, tal i com reivindica la revista World AD
Report 2011 (Prince, Bryce & Ferri 2011).

Per aquests rad, la immunitzacié passiva amb fragments variables de cadena
senzilla (single-chain variable Fragment, scFv), és a dir, anticossos mancats de la regid
costant Fc, resulta ser una estratégia terapéutica molt esperancadora per a la malaltia
d’AD, ja que no activa la microglia, no produeix hemorragia cerebral, ni edema vasogenic, i
ha estat demostrat ser tan potent i especifica com la realitzada amb els mAb parentals
(Fukuchi et al. 2006, Zameer et al. 2008, Robert et al. 2009). No obstant, la quantitat de
proteina scFv recombinant obtinguda després de la seva purificaci6, és, en general, molt
baixa, degut a les seves propietats de plegament i estabilitat (Zheng, Baumann & Reymond
2003). De forma habitual, la produccié de les diferents variants d’scFv és realitzada en
sistemes de phage-display (Fukuchi et al. 2006, Zameer et al. 2008), o bé per expressid
periplasmatica en E. coli (Wall, Pluckthun 1999, Robert et al. 2009). Pocs sén els casos que
aconsegueixen una expressié soluble d’scFv i, per a fer-ho, l'expressen en forma
precursora o, altrament dit, I'scFv unit a una proteina fusi6 (o protein tag), dins del
citoplasma d’Origami (DE3), un tipus de soca d’E. coli que afavoreix 'ambient oxidatiu en
el citoplasma, beneficiant el correcte plegament de proteines que presenten ponts disulfur
(Zheng, Baumann & Reymond 2003, Jurado, de Lorenzo & Fernandez 2006).

En el segiient capitol s’exposa part treball realitzat durant aquesta tesi doctoral, en
el que s’ha fet servir la seqiiéncia del anticos mAb-h3D6.v2 per a construir un gen sintetic,
consistent en un domini variable de cadena pesada (Vi) i un domini variable de cadena
lleugera (Vi) units per un connector del tipus (GlysSer)s, I'scFv-h3D6. L’expressio de la

proteina precursora, (His)e-trx-dianaTEV-scFv-h3D6, s’ha realitzat en la soca
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Origami2(DE3). La proteina de fusio, la tioredoxina (trx), ha estat eliminada eficientment
per la proteasa TEV (Tobacco Etch Virus) (Nallamsetty et al. 2004).

L’efectivitat del scFv-h3D6 per a revertir la toxicitat de ’'Af3, ha estat demostrada
en la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y. Seguidament, s’ha obtingut el perfil
conformacional de I'scFv-h3D6 un cop ha estat pertorbat per temperatura, la descripcid
del qual ens ha permes comprendre millor el mecanisme molecular per el que I'scFv-h3D6
és capag¢ de capturar oligomers d’Af1.42. El tractament amb temperatura indueix la via
d’agregaci6 de I'scFv-h3D6, caracteritzada per un estat intermediari ric en estructura-f3
que agrega en forma de fibres worm-like (WL). Aquestes fibres son diferents de les fibres
amiloides formades pel péptid A, especialment a nivell de citotoxicitat i de precursors
oligomerics. A més, la formacié de fibres WL, per part de I'scFv-h3D6, és afavorida cinética
i termodinamicament quan s’uneix especificament als oligomers d’AB1.42, fet que explica
com I'scFv-h3D6 retira els oligomers d’ABi.42 de la via amiloide i, conseqiientment, com
evita la seva citotoxicitat.

En referéncia a la tesi doctoral en redaccié de Rivera-Hernandez, G. (Rivera-
Hernandez 2013), els bons resultats obtinguts en experiments de cultiu cel-lulars, ha
portat al nostre grup de recerca a investigar el potencial preventiu de I'scFv-h3D6 in vivo,
mitjancant 'administracié intraperitoneal de I'scFv-h3D6 en ratolins 3xTg-AD de cinc
mesos d’edat, un treball recent del nostre grup de recerca en el que s’han obtingut

resultats molt esperangadors (Gimenez-Llort et al. 2013, Esquerda-Canals et al. 2013).

111






V-Capitol 1 Materials i Métodes

3. MATERIALS I METODES.

3.1. Expressio i purificaci6 de I'scFv-h3Dé.

La soca d’E. coli emprada per a I'expressié intracel-lular de I'anticds recombinant
scFv-h3D6 ha estat 'Origami2 (DE3), mitjancant el vector d’expressié6 pETtrx-1a (veure
apartats 3.1 i 3.4 de Materials i Metodes Generals). A partir de 'expressié, s’ha purificat la
proteina de fusi6 (His)e-trx-dianaTEV-scFv-h3D6 (40.6 kDa) de la fraccié citosolica
insoluble i, finalment, s’ha obtingut I'scFv-h3D6 pur (26.4 kDa) mitjancant el tall amb la
proteasa TEV i cromatografies d’afinitat i de bescanvi ionic. Es important mencionar que,
una part de la proteina s’obtingué directament de la fracci6é soluble, encara que amb un

rendiment molt baix. Per aquesta ra6 s’ha treballat inicament amb la fracci6 insoluble.

3.1.1. Expressié6 heterologa de I'scFv-h3D6.

Per a I'expressié del fragment d’anticos scFv-h3D6 s’ha seguit el seglient protocol:

1. Transformaci6 de les cellules competents Origami2(DE3) amb DNA vector
pETtrx_la::scFv-h3D6 (veure apartat 2.2 Materials i Metodes Generals).

2. Picar una colonia en 5 mL de medi LB liquid suplementat amb els antibiotics Tet (seleccié
de la soca) i Kn (selecci6 del vector).

3. Incubar maxim 15 h en agitaci6 forta (250 rpm) a 37 °C, per promoure un cultiu saturat.

4. Pre-inocular, en un volum final de 50 mL de medi LB amb antibiotics, una dilucié 1:10 i
incubar a les mateixes condicions anteriors fins arribar a una DOgoo de 0.2-0.4.

5. Inocular, en un volum final d’ 1 L de medi LB amb antibiotics, una dilucié 1:100 i incubar a
les mateixes condicions anteriors fins arribar a una DOgpo de 0.6-0.8. (Per a obtenir
suficient quantitat de proteina, normalment s’han expressat 4 erlenmeyers de 2 L amb 1 L
de LB per erlenmeyer)

6. Disminuir la temperatura del incubador a 20 °C i induir 'expressié amb IPTG 0.5 mM.

7. Incubar 15 ha 20 °C, en agitaci6 constant de 200 rpm.

3.1.2. LLisi Cel-lular.

Un cop s’ha recuperat l'extracte cel-lular (veure apartat 3.5.2 de Materials i
Meétodes Generals), s’ha prosseguit amb el protocol de llisi cel-lular segiient, per tal de

recuperar la fracci6 citosolica:

1. Resuspendre el pellet de cel-lules amb 40 mL de Tampé de llisi (Tris/HCl 160 mM, NaCl 4
M, pH 8.5, préviament refredat a 4 °C) per L de cultiu expressat, fins a ser totalment
homogeni.

2. Sotmetre les cel-lules a 3 cicles de congelacié amb N2-liquid i descongelacié a TA

113



V-Capitol 1 Materials i Métodes

3. Sonicar la solucié mitjangant 6 cicles de 45 segons, a poténcia 9 i una freqiiencia del 50 %,
mantenint la mostra sempre en gel i reposant 3 min entre cicles.

4. Centrifugar a 43700 g durant 40 min a 4 °C, per a separar la fracci6 total soluble de la
insoluble.

5. Descartar el sobrenedant per decantacié i mantenir el pellet en gel.

3.1.3. Solubilitzacié de la fraccio proteica insoluble.

Tot i que part de la proteina expressada es troba en la fraccioé citosolica soluble, el
rendiment obtingut de purificar aquesta fraccio6 és baix i s’ha optat per a recuperar tan sols
la fraccié insoluble. Per a fer-ho, es resuspen el pellet amb 10 mL de Tampd6 de
Solubilitzacié (Urea 8 M en Tris/HCl 100 mM, Glutatié reduit (GSH) 10 mM, pH 8.5,
préviament refredat a 4 °C) per L de cultiu expressat, fins a ser practicament homogeni. El
pellet s’acaba de resuspendre per agitacié orbital a 4 °C durant minim 2 h. A continuaci6 es
centrifuga a 43700 g durant 40 min a 4 °C, per a separar la fraccio solubilitzada de la
insoluble, es recupera el sobrenedant per decantaci6, i es filtra la mostra per un filtre

PVDF de 0.45 pm.

3.1.4. Replegament gota a gota de la fraccié proteica solubilitzada.

Per al replegament, la fraccié solubilitzada en urea, i que es troba desplegada, es
dilueix (dilucié 1:10) en 90 mL Tamp6 de Replegament (Tris/HCI 100 mM, L-Arginina 100
mM, Glutatié oxidat (GSSG) 0.15 mM, pH 8.5, previament refredat a 4 °C) per L de cultiu
expressat. La dilucid es realitza a 4 °C, per degoteig lent amb una pipeta Pasteur, i agitacid
suau del tampé; i aixi afavorir el replegament de la proteina en el nou entorn oxidatiu. Un
cop replegat durant unes 36 h, a 4 °C i agitaci6 suau, es centrifuga a 43700 g durant 40 min

a 4 °C, per a separar la fraccio6 soluble replegada de I'encara insoluble.

3.1.5. Digestio amb proteasa TEV.

Un cop tenim la fraccié replegada i solubilitzada, cal realitzar el tall especific amb
la proteasa TEV (Nallamsetty et al. 2004), per tal d’aillar la proteina scFv-h3D6 de la seva
forma precursora, o de la proteina fusié (His)e-trx. Per a realitzar el tall amb TEV cal
dialitzar la mostra a Tampé de Digesti6 amb TEV (Tris/HCl 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA
0.5 mM, pH 8.3). En aquest punt sovint cal centrifugar la mostra a 43700 g durant 40 min a

4 °C, per tal d’eliminar possibles precipitats.
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Reaccié de Tall amb TEV:

- La reacci6 de tall es fa en presencia del par redox GSH/GSSG a una concentracié
final de 3 mM i 0.3 mM, respectivament.

- Larelacio6 proteina:proteasa és de 1:50.
- Ajustarel pHa8.3.

- Incubar a 30 °C, durant 4 h en agitaci6 suau.

3.1.6. Cromatografia d’afinitat amb histidines.

Per tal de separar els productes del tall amb TEV, s’ha utilitzat una columna d'IMAC
HisTrap (veure apartat 3.6.1.1 de Materials i Métodes Generals). De forma que la proteina
precursora no tallada, la proteina de fusié (Hise-trx) i la mateixa TEV, queden atrapades a
la columna per afinitat de la cua d’histidines; mentre que I'scFv-h3D6 és eluit i recuperat
directament de la columna juntament amb altres proteines del cultiu cel-lular. Per tant,
caldra un pas més de purificacié (columna de bescanvi cationic, CEX) per a obtenir el
fragment d’anticos totalment pur.

Els tampons utilitzats per a la cromatografia s6n els seglients:

- Tampé de Carrega: NiSO4 50 mM.
- Tampo6 d’Unid i de Rentat: Tris/HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8.3.
- Tamp6 d’Elucié: Tris/HCI 80mM, NaCl 4M, Imidazol 2M, pH 8.3.

El flux de la cromatografia ha estat controlat mitjancant una bomba peristaltica P-
1, on manualment es canvia la mostra, o el tampg, i la velocitat d’injeccid, que ha de ser
d’entre 1 i 2 mL/min. Per tal d’assegurar que tota la fraccié de proteina que conté cua
d’histidines s’uneixi a la columna, s’han acoblat dues columnes d’IMAC, obtenint un volum
de columna final de 10 mL (1 VC = 5 mL x 2) i una doble capacitat d'unié.

El protocol seguit per a realitzar 'MAC, expressat en volums de columna (VC), és

el segiient:

1. Rentar la columna amb 10 VC d’aigua Milli-Q per tal d’eliminar I'etanol emprat per a la seva
conservacié a 4 °C.

2. Regenerar la columna amb 10 VC de NiSO4 50 mM i rentar-ne I'excés amb 5 VC d’aigua
Milli-Q.

3. Equilibrar la columna amb 10 VC de tamp6 d’unié.

4. Filtrar la mostra amb filtres de PVDF de 0.45 pum i injectar-la a un flux constant de 2

mL/min.
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5. Recollir la fraccid de proteina no unida a columna i guardar-la a 4 °C. Aquesta fraccié conté
la proteina scFv-h3D6 aillada de la forma precursora, juntament a altres proteines
contaminants.

6. Rentar la columna amb 5 VC de tamp6 d’uni6, per a recuperar la totalitat de proteina no
unida i guardar-la a 4 °C. Aquesta fracci6 conté la proteina scFv-h3D6 aillada de la forma
precursora, juntament a altres proteines contaminants.

7. Eluir i descartar la fracci6é de proteina unida amb 5 VC de tampé d’eluci6. Aquesta fraccié

conté la proteina fusié Hise-trx.

3.1.7. Cromatografia de bescanvi cationic.

Per a l'tltim pas de purificaci6 de I'scFv-h3D6, s’ha emprat una columna de
bescanvi cationic (CEX) Resource S-6mL (GE Healthcare) (veure apartat 3.6.2 de Materials
i Metodes Generals), mitjancant la qual es separen la fraccié d’scFv-h3D6 nativa de les
formes scrambled. Les formes scrambled son totes aquelles combinacions en que es
poden formar els pont disulfur, tant natius com no natius. A la seqiiéncia de I'scFv-h3D6 hi
trobem quatre cisteines, per tant existeixen fins a nou formes scrambles teoriques. La CEX
és capac de separar les diferents espécies scrambled que presenta I'scFv-h3D6, obtenint
finalment I'scFv-h3D6 100% natiu i pur.

Per a la cromatografia, cal dialitzar la mostra a Tamp6 d’'Unié de CEX (Na;HPO4 8.3
mM, pH 6.5).

Els tampons utilitzats per a la cromatografia s6n els segiients:

- Tamp6 d’Unid i de Rentat (A): Na;HPO4 8.3 mM, pH 6.5.
- Tamp6 d’Elucié (B): Na;HPO4 8.3 mM, NaCl 1M, pH 6.0.

El pl teodric de la proteina és de 8.3, al utilitzar un tampé a pH 6.5, la mostra estara
carregada positivament i interaccionara amb la reina negativa. Per a I’elucié de proteina,
s’ha utilitat un gradient lineal amb un increment de la for¢a ionica de A 10% B/28 CV (o
bé, 0.06 % B/mL). La capacitat d’'uni6 de la columna és de 270 mg (BSA, 67 kDa), per tant,
el volum de mostra injectat dependra de la quantitat de proteina en ella.

El protocol seguit per a realitzar la CEX, expressat en volums de columna (1 VC =6

mL), és el seglient:

1. Rentar la columna amb 10 VC d’aigua Milli-Q per tal d’eliminar I’etanol emprat per a la seva
conservacio a 4 °C.

2. Equilibrar la columna amb 5 VC de tamp6 A.

3. Filtrar la mostra per un filtre PVDF de 0.45 um i injectar-la, via loop de 50 mL, a un flux

constant de 2 mL/min.
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4. Rentar la columna amb 5 VC de tamp6 A, per a tal d’eliminar completament la fraccid de
proteina no unida a columna.

5. Aplicar un gradient d’elucié de A 10 % B/28 VC, a un flux constant de 1 mL/min, fins
arribar al 100% d’aquest tampd. Recol-lectar fraccions d’1 mL.

6. Rentar la columna a 100% de tampd B durant un 1 VC, a un flux constant de 2 mL/min, per
acabar d’eluir tota la fraccié de proteina unida.

7. Re-equilibrar la columna al 100 % de tamp6 A amb 1 VC, a un flux constant de 2 mL/min.

La proteina scFv-h3D6 elueix a un 7-9 % de tampd B (aproximadament 80 mM
d’NaCl), donant lloc a dos pics for¢a solapats. El primer pic correspon a la fraccié d’scFv-
h3D6 natiu, i el segon a la fraccié scrambled; a les fraccions corresponents al solapament
de pics hi trobem una mescla d’ambdues poblacions. Es molt important separar
correctament els dos pics, per assegurar que el pool de proteina scFv-h3D6 es troba 100%
plegada nativament. La fraccié scFv-h3D6-h3D6 pura es dialitza a tamp6 PBS pH 7.4,

s’aliquota en eppendorfs d’1 mL, i es congela amb N»-liquid per a guardar-la a -20 °C.

3.2. Expressio i purificaci6 de la proteasa TEV.

La soca d’E.coli emprada per a I'expressi6 intracel-lular de la proteasa TEV ha estat
la C41(DE3), mitjangant el vector d’expressi6 pMHTA238 (veure apartats 3.1 i 3.4 de
Materials i Metodes Generals). De I'expressid, s’ha purificat la proteina de fusi6 MBP-
dianaTEV-(His)7-TEV de la fracci6 citosolica soluble, la qual s’auto-digerira donant lloc a

la proteina (His)7-TEV, purificada mitjancant un pas de cromatografia d’afinitat.

3.2.1. Expressio heterologa de la proteasa TEV.

Per a I'expressi6 de la proteasa TEV ha estat s’ha seguit el seglient protocol, extret

de Blommel, P.G. et al. (Blommel, Fox 2007):

1. Transformaci6 de les cel-lules competents C41 amb DNA vector pMHTA238::TEV (veure
apartat 2.2 Materials i Metodes Generals).

2. Picar una colonia en 5 mL de medi LB liquid suplementat amb l'antibiotic Kn (seleccié del
vector).

Incubar maxim 15 h en agitacié forta (250 rpm) a 37 °C, per promoure un cultiu saturat.

4. Inocular, en un volum final d’ 1 L de medi LB amb antibiotics, una dilucié 1:100, i incubar a les
mateixes condicions anteriors fins arribar a una DOgoo de 0.6-0.8. (Per a obtenir suficient
quantitat de proteina, normalment s’han expressat 4 erlenmeyers de 2 L amb 1 L de LB per
erlenmeyer).

5. Disminuir la temperatura del incubador a 25 °C i induir 'expressié amb IPTG 0.5 mM.

6. Incubar un maxim 4 h a 25 °C, en agitaci6 constant de 200 rpm.

117



V-Capitol 1 Materials i Métodes

3.2.2. Purificacié citoplasmatica de la proteasa TEV.

El protocol de llisi cel-lular per a la purificacié de la proteasa TEV és el mateix que
I'emprat per a llisar les cél-lules Origami2(DE3)+pETtrx_la::scFv (veure apartat 3.1.2),
amb l'tinica diferéncia que el volum de tampd de llisi usat segueix una relacié de 6 mL de

tamp6 per gr d’extracte cel-lular recuperat de I'expressio.

3.2.3. Cromatografia d’afinitat amb histidines d’alta resolucio.

Un cop s’ha separat i recuperat la fraccié citoplasmatica soluble, es purifica la
proteasa (His)7-TEV, ja auto-digerida i alliberada de la proteina de fusi6 MBP, mitjancant
2 columnes d'IMAC-Histrap de 5 mL, acoblades al sistema d’FPLC per a 'automatitzacio
(veure apartat 3.6.1.1 de Materials i Métodes Generals).

Els tampons usats per aquesta cromatografia han estat:

- Tamp6 d’Uniéd i de Rentat (A): NaHPO4 20 mM, NaCl 500mM, pH 7.5.
- Tampé d’Elucié (B): NazHPO4 20 mM, NaCl 350 mM, 500 mM Imidazol, pH 7.5.

Un cop injectada la mostra, s’ha utilitat un gradient d’elucié no lineal amb 4
increments escalats d’imidazol, on la proteina TEV pura eluira al 100 % de Tampd

d’Elucio:

Rentat de columna: 0% B/4 VC

Eluci6 1: 15%B/8 VC

Eluci6 2: 100%B/10 VC

Re-equilibrat de columna: 0% B/4 VC

Posteriorment a la purificacio, s’han usat les columnes d’exclusié molecular PD-10
Desalting columns (veure apartat 3.6.3.2 de Material i Métodes Generals) per a extraure
I'imidazol de la mostra i guardar la proteina al Tamp6 de Digestié de TEV (Tris/HCI 20
mM, NaCl 150 mM, Glicerol 10 %, pH 7.3).

3.3. Determinacio de I'estructura secundaria de I'scFv-h3Dé6.

Aquests experiments han estat desenvolupats per el meu company de laboratori
Rivera-Herndndez, G., i es troben detallats a la seva tesi en redaccié (Rivera-Hernandez
2013). Els resultats obtinguts ha estat necessari detallar-los en aquest capitol per tal

d’entendre completament el treball seguidament exposat.
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Pel que fa als fonaments de les técniques descrites a continuacid (espectroscopia
de CD, de fluorescéncia i de infraroig) es troben detallats a I'apartat 4 de Materials i

Meétodes Generals.

3.3.1. Espectre de CD al UV-llunya.

Per a obtenir I'espectre de CD d’estructura secundaria de I'scFv-h3D6, s’ha utilitzat
I'espectrofotopolarimetre Jasco J-715. La concentracié experimental de proteina ha estat
de 20 pM (0.54 mg/mL), disposada en una cubeta de quars de 0.2 cm. Per a mesurar
I'espectre de 260 a 190 nm, s’han enregistrat 20 acumulacions a una velocitat de 50
nm/min, una resposta de 2 seg, una amplada de banda d’1 nm, i una resoluci6 de 0.1 nm.
L’espectre del plegament natiu de I'scFv-h3D6 ha estat determinat a 25 °C. A més, s’ha
registrat I'espectre de l'estat desplegat (a 90 °C) i, tornant a la temperatura inicial, s’ha
determinat si la desnaturalitzacié termica de la proteina és reversible completa,

parcialment o nul-la.

3.3.2. Espectre d’infraroig amb transformada de Fourier.

Per a l'estudi d’agregacio6 de I'scFv-h3D6 per FTIR, les mostres han estat dialitzades
enfront PBS-D;0, pH 7.4, a una concentracié de 100 puM (2.6 mg/mL). Es van adquirir els
espectres a 25,37 1 60 °C, temperant les mostres durant 5 min. El tractament de dades i la
deconvolucié de la banda d’amida I’ s’ha realitzat segons descrit per Arrondo i
col-laboradors (Arrondo, Goni 1999). Resumidament, el nombre i posici6 de les
components de la banda han estat obtinguts per deconvolucié sobre corbes Lorentzianes
amb una amplada entre 16-20 cm-! i una apoditzaci6 de tipus Bessel amb una constant (K)
entre 1.6-2.5. Els ajustos de les components s’han realitzat sobre corbes Gaussianes i s’han
obtingut per dues etapes d’iteracio: la primera fixant la posicié de les bandes i, la segona,

alliberant-les. Les dades finals, s’han expressat en tant per cent d’estructura secundaria.

3.3.3. Desnaturalitzacio termica.

La desnaturalitzacié termica s’ha seguit per espectroscopia de CD al UV-llunya i
per fluorescéncia dels residus de triptofan (fluorimetre Varian Cary Eclypse), a una
concentracié d’scFv-h3D6 de 20 i 2 uM, respectivament, disposades en cubetes de quars de
0.2 i 1 cm, respectivament. Els experiments s’han registrat des de 25 °C a 90 °C, a una
velocitat de 1 °C/min, seguint I’el-lipticitat a 218 nm, i la fluorescéncia del triptofan a 338
nm (longitud d’ona d’excitacié a 290 nm, i una obertura de les finestres d’excitacié i
d’emissié de 5 nm). A les desnaturalitzacions, per CD i fluorescéncia, es van enregistrar els

espectres a 25 °C, 90 °C i, tornant a refredar la mostra, a 25 °C.
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3.4. Preparacio del peptid AB1-42.

El péptid sintétic AB1.42, purificat amb HCl com a contraié (Caslo Laboratories,
ApS), es va dissoldre a 200 uM en HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-isopropanol), un pre-
tractament que permet desfer estructures en fulla-f3 i trencar forces hidrofobiques, donant
lloc a preparacions de péptid monodisperses (Dahlgren et al. 2002). Es van preparar
aliquotes de 150 pl, I'HFIP va ser eliminat per evaporaci6 al buit mitjancant I'SpeedVac
(Savant Instruments), i el film resultant va ser guardat a -80 °C fins a ser utilitzat. Al
moment de requerir-lo, el film de péptid va ser resuspes en 6 pul de DMSO (5 mM de
peptid), i diluit, seguidament, fins a 300 pl amb tampé PBS pH 7.4 (100 uM de péptid).

Degut al metode de preparacio6 del péptid A, les mostres inicials contenien un 2 %
(v/v) de DMSO, per tant, totes les mostres utilitzades per a estudiar 'efecte de I'scFv-h3D6
sobre l'agregacio i la citotoxicitat del péptid A, incloses les mostres controls, contenien el
mateix tant per cent de DMSO. Cal remarcar que, després de la incubaci6, les mostres van
ser diluides 10 vegades per a prosseguir amb els experiments de viabilitat, unié a ThT i
ANS, i TEM. Per tant, les mostres finals contenien un 0.2 % de DMSO. A més, vam
corroborar que un 2 % DMSO no té efecte sobre 'espectre de CD al UV-llunya de I'scFv-

h3Dé6.

3.5. Agregacio del peptid Af1.42 i I'scFv-h3Dé.

La oligomeritzacié, tant del peptid ABi-42, de I'scFv-h3D6, com del complex Af1-42-
scFv-h3D6, en tamp6 PBS pH 7.4 i 2 % de DMSO, va ser induida per incubaci6 a 37 °C
durant diferents periodes de temps, mentre que la fibril-lacié va ser induida escalfant les

mostres a 90 °C durant 5 min.

3.6. Assajos de citotoxicitat.

Els assajos de citotoxicitat es van realitzar mitjancant la linia cel-lular de
neuroblastoma huma SH-SY5Y (veure apartat 5.5 de Materials i Métodes Generals).

Primerament, es van realitzar assajos de viabilitat per a determinar la concentraci6
optima de peptid Afi42 per a generar maxima toxicitat cel-lular. Es va induir la
oligomeritzaci6 del péptid a concentracions creixents, de 0 a 200 uM, i es va addicionar 10
uL a cada pou, de forma que la concentracié final de peptid va ser de 0 a 20 pM.

Per a determinar la capacitat del fragment d’anticdos scFv-h3D6 per a inhibir la
citotoxicitat del peptid amiloide AB1.42, es van coincubar mostres a concentracié constant
de peptid (100 uM) amb concentracions creixent del fragment d’anticos scFv-h3D6 (0, 1,

10,501 100 pM), tractades i assajades tal i com s’ha descrit a I'apartat anterior.
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Per ambdés casos, es van extraure els valors de toxicitat seguint el protocol
d’assaig per MTT (veure apartat 5.5.1 de Materials i Metodes Generals). Cada condicid
consistia en 6 repliques per experiment, i 4 experiments independents van ser analitzats
estadisticament per nivell de significanca (test de rangs signats de Wilcoxon, SPSS),
després de normalitzar les dades usant la concentraci6é de la condicié tampé PBS com a

referencia. Els resultats representen 'error SEM (Standard Error of the Mean).

3.6.1. Preparacio mostres d’scFv-h3D6 per als assajos de citotoxicitat.

Els lipopolisacarids (LPSs) s6n biomolecules que formen part de la paret cel-lular
d’E. coli i, durant el procés de purificacié de I'scFv-h3D6, s6n arrossegats juntament amb la
proteina. Els LPSs sén les principals endotoxines de les bactéries gram-negatives i poden
provocar resposta cel-lular en cultius (s’ha detectat una viabilitat superior al 300% en
assajos d'MTT). Es per aixd que, abans de realitzar experiments de viabilitat cel-lular en
cultius de neuroblastoma huma SH-SY5Y, cal extraure la fraccié lipopolisacarida de la
mostra d’scFv-h3D6 i evitar, aixi, falsos positius en els resultats obtinguts.

De la mateixa manera, també s’han extret els LPSs de la mostra d’scFv-h3D6
injectada en ratolins triple-transgenics 3xTg-AD, models d’AD. Els resultats dels
experiments in vivo han estat estudiats per Rivera-Herndndez, G. (Gimenez-Llort et al.

2013, Rivera-Hernandez 2013).

Per a 'extracci6 dels LPSs, s’han emprat les columnes d’afinitat d’LPSs Detoxi-Gel
Endotoxin Removing Columns (Thermo Scientific) (veure apartat 3.6.1.2 de Materials i
Meétodes Generals). La quantitat d’'LPS per mL de mostra proteica depén del volum de
cultiu d’expressié cel-lular inicial, i s’haura de tenir en compte en el moment de la seva
extraccio. Aixi, per cada L de cultiu expressat s’apliquen 5 mL de mostra proteica a una
columna d’afinitat.

Els tampons utilitzats per a la cromatografia s6n els seglients:

- Tamp6 de Regeneracio i d’Elucié d’LPSs units: detergent sodi desoxicolat al 1% en
aigua Milli-Q.

- Tamp6 d’Equilibrat i d’Elucié d’scFv-h3D6 no unit: tampé PBS, pH 7.4.

El protocol seguit per a I’eliminacié d’LPSs, expressat en volums de columna (1 VC

=1mL), és el seglient:

1. Rentar la columna amb 5 VC d’aigua Milli-Q per tal d’eliminar I’etanol emprat per a la seva

conservacio a 4 °C.
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Regenerar la columna amb 5 VC de detergent sodi desoxicolat al 1%.
Rentar I'excés de detergent amb 4 VC d’aigua Milli-Q.
Equilibrar la columna amb 4 VC de tamp6 PBS pH 7.4.

AR

Afegir a la columna, un volum maxim de 5 mL de mostra (provinent d’ 1 L d’expressi6

cel-lular), a una concentracié de 0.5 mg/mL aproximadament.

6. Per gravetat, recol-lectar, en fraccions d’1 mL, la mostra sortint de la columna, ja que la
proteina no és retinguda. Descartar el primer mL d’elucié.

7. Per assegurar la completa recuperacié de la mostra d’scFv-h3D6 lliure d’LPSs, afegir el
mateix volum de tamp6 PBS pH 7.4 que de mostra afegida; i recol-lectar-la en fraccions d’ 1
mL.

8. Rentar la columna amb 2 VC de tamp6 PBS pH 7.4 per acabar d’eluir tota la mostra d’scFv-
h3D6, recol-lectar-la en fraccions d’ 1 mL.

9. Per a eluir els LPSs units a columna, rentar la columna amb 5 VC de detergent sodi

desoxicolat al 1%.

10. Conservar la columna a 4 °C en etanol al 25 %.

Es recomanable realitzar una columna d’exclusié molecular PD-10 cap a tampé
PBS pH 7.4, per tal d’eliminar restes de detergent sodi desoxicolat al 1 % arrossegat amb
la mostra d’scFv-h3D6 eluida, que poden afectar I'estructura de la proteina aixi com
interferir en els métodes de quantificaci6 o de viabilitat cel-lular (veure apartat 3.6.3.2 de

Material i Metodes Generals).

3.7. Microscopia electronica de transmissio (TEM).

Per TEM, s’ha visualitzat la via d’agregacié del péptid ABi-42, de I'scFv-h3D6, aixi
com del complex AB1.42-scFv-h3D6, totes elles a una concentracié final de 100 puM. Per a
induir la oligomeritzacio, les mostres han estat incubades a 37 °C, durant 0, 3 i 48 h; per a
la formacié amiloide, s’han seguit incubant a 90 °C, durant 5 min. A més, també s’ha
visualitzat la mostra incubada a 60 °C, durant 10 min, per tal d’obtenir informaci6 sobre
'estat intermediari induit per temperatura.

Les mostres van ser diluides 1/10 en tamp6 PBS, absorbides en reixetes de coure
recobertes de carboni, i tenyides negativament amb acetat d’uranil al 1 % (veure apartat
4.6.1 de Materials i Métodes Generals). Les mostres van ser visualitzades al microscopi
Hitachi H-7000, del servei de microscopia de la UAB, i analitzades amb el software

DigitalMicrograph (Gatan).
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3.8. Assajos d’agregacio per fluorescéncia. ThT i ANS.

Els fluorofors ThT (Tioflavina-T) i 'ANS (acid 8-anilo-1-naftalé-sulfonic) van ser
emprats per a quantificar 'agregacié de les mostres visualitzades per TEM (veure apartat
4.4 de Materials i Métodes Generals).

Mostres de 10 pl van ser mesclades amb 90 pl de ThT a 27.78 pM (concentracié
final de 25 uM), o bé, amb 90 pl d’ANS a 56 pM (concentracié final de 50 pM), i
monitoritzades a 25 °C. La longitud d’ona d’excitacié de la ThT va ser 450 nm (espectre
d’emissié de 470 a 530 nm), i de 'ANS va ser de 388 nm (espectre d’emissié de 400 a 600
nm). La obertura de les finestres d’excitaci6 i emissid, en tots dos casos, va ser de 10 nm, i
es van registrar 10 espectres, obtenint-ne la mitjana. Les intensitats van ser quantificades
a 482 nm per la ThT, i a 470 nm per a ’ANS. Cada condici6 consistia en tres repliques per
experiment, i sis experiments independents van ser analitzats, obtenint-ne la mitjana,
després de normalitzar les dades usant la mesura a temps 0 com a referencia.

Durant la desnaturalitzacié termica de les tres mostres a una velocitat de 60 °C/h,
es va seguin les cinétiques d’'uni6é a ThT i ANS a un maxim d’emissié de 482 nm i 470 nm,

respectivament.
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El grapat de bons resultats obtinguts en aquest capitol de la tesi doctoral han estat assolits
gracies al treball en conjunt amb el meu company de laboratori i futur doctor Geovanny Rivera-
Herndndez. Una col-laboracié mutua, i inicialment necessaria per arrencar de zero i tirar
endavant la primera linia d’investigacio del nostre grup de recerca, Protein Folding & Stability
Group, sota direccid de la Dra. Sandra Villegas. Els resultats aqui exposats es troben
intimament lligats, i alguns en formen part, amb la tesi doctoral del meu company Rivera-
Herndndez, G., i, per tant, aquesta sera referenciada al llarg del capitol.
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4. RESULTATS.

4.1. Expressio i purificacié de I'scFv-h3Dé6.

Es va dissenyar i sintetitzar (GenScript) el fragment codificant per a I’'scFv-h3D6
(Vu-(GlysSer)s-Vi) a partir de la seqiiencia del anticos monoclonal humanitzat h3D6.v2. El
gen consisteix en un fragment de 750 pb, amb les dianes de tall especifiques dels enzims
de restriccié Ncol-Notl als extrems, per al seu clonatge a vectors.

La quantitat de proteina scFv recombinant obtinguda després de la seva
purificacid, és, en general, molt baixa, degut a les seves propietats de plegament i
estabilitat (Zheng, Baumann & Reymond 2003). Seguint amb la mateixa problematica en el
nostre grup de recerca, al final del procés de purificacié de I'scFv-h3D6, la quantitat de
proteina extreta de la fraccié citoplasmatica soluble era d’aproximadament 1 mg/mL per L
de cultiu. Per aquesta rad, i amb la dificultat d’iniciar una linia de recerca, inicialment es va
provar una gran varietat de sistemes d’expressio en diferents soques d’E. coli, subclonat a
diferents vectors d’expressid, i fusionat a diferents proteines tag (Rivera-Hernandez
2009). Resumidament, el fragment génic d’scFv-h3D6, va ser clonat dins de varis vectors
derivats del sistema pET, els quals contenien cues d’histidines (His-tag), peptids senyals
(DsbA, DsbC o PelB), o bé proteines fusié [MBP (maltose-binding protein), Ztag, GB1
(protein G B1 domain), GST (glutathione transferasa), trx (tioredoxina), o NusA], aixi com la
diana especifica per a la proteasa TEV. Pel que fa als tipus de soques d’E. coli, es va usar la
soca BL21(DE3) per a secretar la proteina recombinant al periplasma, mentre que la soca
Origami2(DE3) va ser emprada per al correcte plegament de la proteina al citoplasma, ja
que afavoreix I'ambient oxidatiu en el citoplasma i facilita el correcte plegament de
proteines que contenen ponts disulfur, com ara I'scFv-h3D6, que en presenta un a cada
domini.

Malgrat la gran varietat de sistema provats, cap d’ells donava lloc a una producci6
final d’scFv-h3D6 alta. De totes les possibles construccions, es van seleccionar les dues

segiients, tots dues expressades en Origami2(DE3):

- (His)e-trx-dianaTEV-scFv-h3D6 de 40.6 kDa.

Inicialment, es va treballar amb aquesta construccid, obtenint un rendiment d’'1
mg/mL per L de cultiu de la forma soluble, i aproximadament 4 mg/mL per L de cultiu
obtinguts a partir del replegament de la fraccié insoluble. Tot i aix0, es va observar certa
proteolisi inespecifica durant la purificacid, segurament degut a un mal empaquetament
del domini trx i I'scFv-h3D6, i que permetia 'acci6 d’alguna metal-loproteasa d’E. coli, ja

que aquesta activitat era inhibida amb EDTA.
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- (His)6-NusA-dianaTEV-scFv-h3D6 de 83.4 kDa

Com a alternativa, es va treballar amb el constructe de NusA, amb el qual no es va
observar cap proteolisi inespecifica, i es va obtenir un rendiment més alt a partir de la
fraccié soluble, 7 mg/mL per L de cultiu, fent innecessari el replegament de la fraccié

insoluble.

4.1.1. Dimeritzacié i formes scrambled de I'scFv-h3D6.

Es sabut que les molécules d’scFv, en general, tendeixen a dimeritzar per
intercanvi de dominis (o swapping) (Arndt, Muller & Pluckthun 1998). Aquests dimers
cauen en trampes cinetiques durant el procés d’expressio de la proteina recombinant, de
forma que, a part de disminuir el rendiment final (al voltant d’'un 15 %), va ser necessari
un ultim pas de purificacié per cromatografia d’exclusié molecular (SEC, Superdex-75) per
a separar la forma dimerica de la monomeérica.

A banda dels dimers d’scFv-h3D6, un dels principals inconvenients que ha hagut
d’afrontar el grup de recerca, i que es troba detallat a la tesi doctoral en redaccié de
Rivera-Hernandez, G., i en el treball de master de Blasco-Moreno, B. (Rivera-Hernandez
2009, Blasco-Moreno 2011, Rivera-Hernandez 2013), és la formacié de formes scrambled
per part de I'scFv-h3D6 aillat. Les formes scrambled sén totes aquelles combinacions en
queé es poden formar els ponts disulfur, tant natius com no natius. En el cas de I'scFv-h3D6,
trobem quatre cisteines susceptibles de formar ponts disulfur, per tant existeixen fins a

nou formes scrambled teoriques, tal i com es representa a la figura 1. 1.

Figura 1. 1. Representacio de les diferents formes scrambled de I'scFv-h3D6. L’scFv-h3D6, amb quatre
residus cisteina, dos per domini (Vu, blau i Vi, verd), pot formar fins a nou formes diferents de ponts disulfur,

sent la primera (N) la forma nativa. En vermell es representa el connector entre tots dos dominis.
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A partir del model 3D de I'scFv-h3D6, descrit en el Capitol 2 d’aquesta tesi
doctoral, es va veure que els ponts disulfur natius s’estableixen entre una cadena-f3 molt
exposada i una altra de molt enterrada, cadascuna situada a una de les fulles-f que
conformen el barril-B, compactant el domini. Les formes scrambled modifiquen aquestes
interaccions intradomini, alterant drasticament I’estabilitat global de la molécula, mentre
que el plegament globular no es veu quasi afectat. La preséncia de formes scrambled
explica les diferents tendéncies a l'agregacié obtingudes amb el mateix scFv-h3D6,
depenent del sistema d’expressid i purificaci6 emprat. D’altra banda, aquest fet també
explica la important precipitacié de la mostra al llarg del procés de purificacié.

Tot i que vam ser capagos de separa les formes scrambled obtingudes a partir del
constructe (His)s-NusA-dianaTEV-scFv-h3D6, finalment es va optimitzar el protocol de
purificacié de 1I'scFv-h3D6, evitant la proteolisi inespecifica, i separant les formes
dimeriques i scrambled, utilitzant el constructe (His)¢-trx-dianaTEV-scFv-h3D6, tal i com
s’ha explicat a 'apartat de Materials i Metodes 3.1. del Capitol, obtenint un rendiment final
de proteina scFv-h3D6 pura i nativa de 4 mg/mL per L de cultiu, gracies a la seva
purificacié per cromatografia de bescanvi cationic (CEX). La figura 1. 2-A mostra I’elucié
de I'scFv-h3D6, el qual esta format per dos pics solapats, el primer consisteix en I'estat
natiu i el segon en les formes scrambled. Per desnaturalitzacié térmica (figura 1. 2-B) es
pot observar la diferencia en la tendéncia a 'agregaci6 entre tots dos; com també de la

fracci6 solapada, que mostra un comportament intermedi.
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Figura 1. 2. Identificacié de I'scFv-h3D6 natiu i les formes scrambled. A) Separaci6 per cromatografia
d’intercanvi cationic de les forma nativa (primer pic) i les scrambled (segon pic), mitjangant un gradient lineal
de NaCl. B) Identificacié, per fluorescencia dels triptofans, de la fraccié nativa (blau) i les formes scrambled
(vermell). La regié de solapament de pics (verd) té una tendencia a la agregacié mitja, sent I'estat natiu el que

necessita major temperatura per agregar.
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Identificar i aillar les formes scrambled ha estat indispensable per a obtenir uns
resultats fisico-quimics raonables i fiables, i per evitar la gran variabilitat experimental

obtinguda fins aleshores.

4.2. Identificacio de I'intermediari d’agregacio WL de I'scFv-h3Dé6.

A partir dels analisi d’estructura secundaria i la desnaturalitzacié térmica de
I'scFv-h3D6, desenvolupats, principalment, pel company de laboratori, i detallat a la seva
tesi doctoral en redaccio, Rivera-Hernandez, G., es va identificar, durant la via d’agregacié
induida per temperatura de I'scFv-h3D6, l'existéncia d'un estat intermediari ric en
estructura-f3, i el qual sera determinant en l'estudi de I'efecte de I'scFv sobre la via
d’agregaci6 amiloide del peptid AB1-42.

De forma resumida, I'obtencié dels espectres de CD-llunya i de FTIR van permetre
determinar que I'scFv-h3D6 natiu adopta la estructura secundaria en fulla-f tipica d'Ig. A
més d’'un minim d’el-lipticitat a 218 nm i un maxim a 200 nm (Figura 1. 3), 'espectre de
CD-llunya mostra un segon minim a 230 nm i un maxim a 237 nm. Aquestes particularitats
del espectre poden correspondre a la contribuci6 de les cadenes laterals dels residus
aromatics i/o cistinil (Byler, Susi 1986, Sreerama et al. 1999, Walther et al. 2010). En el cas
de I'scFv-h3D6 pero, ha quedat demostrat que sén els residus triptofan conservats dels
nuclis hidrofobics els responsables d’aquestes anomalies (Rivera-Hernandez et al. 2013,

Montoliu-Gaia 2013)
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Figura 1. 3 Espectre de CD al UV-llunya de I'scFv-h3D6 a diferents temperatures. L'espectre a 25 °C
mostra dos minims d’el-lipticitat (218 nm i 230 nm), i dos maxims a 200 nm i a 237 nm. Aquest espectre
particular es perd a partir dels 60 °C a favor de la conformaci6 de fulla-f3 canonica (minim a 215 nm), el qual es

manté a 90 °C i després de la renaturalitzacié a 25 °C (dades no mostrades).
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A partir dels 60 °C I'espectre de CD natiu es perd a favor de la conformacié en fulla-
[3 canodnica, que és manté als 90 °C i al retornar als 25 °C (dada no mostrada). El fet de que,
enlloc d’adoptar el patr6 de proteina desplegada (o random coil), s’adopti I'estructura
canonica en fulla-f (minim a 215 nm), fa pensar en una agregacié ordenada i rica en

estructura-f3, caracteristica de 'agregaci6 amiloide.

Degut al particular espectre obtingut per CD, no ha estat possible deconvolucionar
lo per a obtenir el % d’estructura secundaria. Per aquesta rad, s’ha realitzat un analisi per
FTIR a diferents temperatures. La figura 1. 4 mostra la deconvolucié de l'espectre
d’infraroig a la regié d’amida I'. A 25 °C, apareixen tres bandes principals localitzades a
1681, 1660,1 1636 cm!; i una banda menor a 1612 cm-! (figura 1. 4-A). Les components de
fulla-B antiparal-lela d’alta i baixa freqliéncia, tipiques del plegament d’Igs, és corresponen
ales bandes de 1681 i 1636 cm-, respectivament; i els girs-f3 i loops es centren a 1660 cm-!

(Byler, Susi 1986, Walther et al. 2010).
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Figura 1. 4. Deconvolucié de l'espectre de FTIR de la regié d’amida I' de I'scFv-h3D6 a diferents
temperatures. A) L’espectre a 25 °C genera quatre bandes principals, mentre que I'espectre a 60 °C (B) genera

fins a vuit bandes diferents. La banda vermella discontinua indica la component en agregats-f a 1626 cm-1.

L’espectre de FTIR a 60 °C (Figura 1. 4-B), genera bandes addicionals a les tipiques
del plegament d’'Ig adquirides a 25 °C, que disminueixen el seu tant per cent, sobretot la
component en fulla-f antiparal-lela nativa (1636 cm) i els loops/girs-f (1660 cm-1). El

canvi més significatiu a 60 °C, és I'aparici6 de la banda a 1626 cm-1, la qual ja havia estat
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reportada com a correspon a les fibres WL (Jahn, Tennent & Radford 2008). A part,
I'increment de la banda a 1615 cm-1, corresponent a fibres amiloides (Zandomeneghi et al.
2004), va fer necessari comprovar per assajos d’agregacié (ThT i ANS) i per TEM el tipus
d’agregats de I'scFv-h3D6.

La figura 1. 5-A mostra la desnaturalitzaci6 térmica, seguida per CD, i que descriu
una transicié conformacional de I'scFv-h3D6 als 60 °C. El minim a 218 nm, augmenta a
partir dels 45 °C, de tal manera que el plegament guanya contingut en fulla-f. A 60 °C,
pero, esdevé una transicio en la qual es perd part d’aquesta estructura-§ adquirida a partir
de l'estat natiu, i el senyal s’estabilitza per sobre dels 65 °C. La modificacié conformacional
descrita per temperatura, s’associa a una reestructuracié de la fulla-f3 nativa, sense passar
per un estat desplegat, donant lloc a una agregacié parcial i la conseqiient perdua del
senyal. Aquesta reestructuracié doéna lloc a I'aparicié, als 60 °C, d’'un estat intermediari

d’una via d’agregacio, el qual sera el precursor dels agregats de I'scFv-h3Dé6.
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Figura 1. 5. Desnaturalitzacié térmica de I'scFv-h3D6. A) Desnaturalitzacié térmica per CD seguint el
minim d’el-lipticitat a 218 nm. B) Desnaturalitzacié termica seguint el desplacament del maxim de

fluorescéncia a 338 nm, a una concentracié de 20 pM (negre) i 2 pM (gris).

Les fibres amiloides i les WL sén formades a partir de diferents vies d’agregacié
que porten a un estat final diferent: les amiloides sén rectes i llargues, i segueixen una
cinetica depenent de nucleacid, mentre que les fibres WL sén corbades i curtes, i es formen
seguint una cinética independent de nucleacié (Gosal et al. 2005). La desnaturalitzacid

termica (Figura 1. 5-B), seguida per fluorescencia, a dues concentracions de proteina
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diferents (2 i 20 uM), mostra la mateixa transicié a 60 °C, i les pendents abans i després
d’aquest punt no es veuen alterades per la concentracié de proteina, la qual cosa implica
que l'agregaci6 de I'scFv-h3D6 segueix una cinética no depenent de concentracié , o, dit
d’'una altra manera, de nucleacio, i, per tant, les fibres formades per I'scFv-h3D6, sén del

tipus WL.

Un cop identificat el plegament natiu de I'scFv i la seva via d’agregaci6 iniciada per
un intermediari térmic, ja es pot assajar i entendre el seu efecte sobre la toxicitat del

peptid AB1-42 a condicions fisiologiques.

4.3. Prevencio de la toxicitat de I’AB1.42 per I’'scFv-h3D6.

Primerament, es va determinar la concentracié optima de peptid ABi-42, en estat
oligomeric, per a generar maxima toxicitat en la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-
SY5Y, determinat pel métode d’'MTT. La figura 1.6-A mostra que 10 i 20 uM de peptid AB1-
42 sOn les concentracions més efectives per a reduir la viabilitat del cultiu cel-lular, fins a

un 60 %.
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Figura 1. 6. Assaig de viabilitat per MTT de la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y. A)
Toxicitat induida per diferents concentracions de péptid AB1-42. *P < 0.068 comparat amb el 0 pM d’AB1-42. B)
Recuperacié de la viabilitat cel-lular en presencia de 10 pM de peptid APi142 per addicié de diferents
concentracions d’scFv-h3D6. S: 10 pM scFv-h3D6 sense peptid AB1-42; B: tampé (sense scFv-h3D6 ni AB1-42). *P
< 0.068 comparat amb el 0 pM d’scFv-h3D6é. Les barres d’error signifiquen + S.E.M. La significanc¢a ha estat
calculada usant el test de rangs signats de Wilcoxon per a quatre experiments independents, i sis repliques de

cada condicié per experiment.
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A mesura que disminueix la concentracié de peptid, la viabilitat cel-lular augmenta
quasi proporcionalment, assolint ja el 100 % a concentracions molt baixes (0.01 uM), on es
podria considerar que el péptid es troba en forma monomeérica no toxica, malgrat haver
induit la oligomeritzacié.

El fet de que la concentracié de péptid a 20 pM no sigui més toxica que a 10 pM, pot
resultar contradictori, pero cobra sentit si s'observa des del punt de vista cinétic. A una
major concentracid, la via d’agregacié és troba desplacada cap a la formacié de fibres
amiloides, enlloc de poblar espécies oligomériques citotdxiques, ja que la cinetica de
formacié de fibres amiloides segueix un procés depenent de nucleaci6, i per tant, de la

concentracid inicial de formes monomeériques.

A partir d’aquest primer resultat, s’ha emprat la concentracié de péptid 10 uM amb
'objectiu de revertir la toxicitat del péptid Af1.42. Per incubaci6 a 37 °C, durant 3 h, s’ha
induit la oligomeritzaci6 del peptid Af1.42, coincubat amb concentracions creixents d’scFv-
h3D6. A més, com a control positiu, i conscients de la tendéncia a I'agregacié del mateix
scFv-h3D6, aquest també ha estat sotmeés, individualment, a les condicions
d’oligomeritzaci, per tal de demostrar que no genera toxicitat.

Tal i com mostra la figura 1. 6-B, I'scFv, a una concentraci6 igual a la del peptid (10
uM), no produeix cap efecte citotoxic sobre les cél-lules, donant lloc a un 100 % de
viabilitat respecte el blanc de PBS. La combinaci6 de totes dues molécules, el complex Ap.
42-scFv-h3D6, recupera la viabilitat cel-lular d’'una manera depenent de concentracié. La
relacié 2:1, és a dir, 10 pM d’AB1-42/5 uM d’scFv-h3D6, és suficient per a observar un efecte
significatiu de I'scFv sobre I’Af1.42. A concentracions equimolars, practicament s’anul-la la
toxicitat induida pel péptid AP per complet.

Degut al potencial terapéutic del I'scFv-h3D6, és necessari aprofundir en els canvis
conformacionals que provoquen la prevencié de la toxicitat de I’AB1-42 per part d’aquest
fragment d’anticos. Donat que I'AB1.42 segueix la via amiloide, i I'scFv segueix la via de
fibres WL, tal i com s’ha descrit anteriorment, resulta indispensable estudiar ambdues vies
de misfolding per separat, i aixi poder estudiar i entendre detalladament que esdevé quan

es forma el complex AB1.42-scFv-h3D6.
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4.4. Misfolding del peptid Af1-42.

A partir de que va ser establert que l’anticds monoclonal sencer mAb-h3D6
reconeix especificament els oligomers d’AB (Jacobsen 2006, Wisniewski, Konietzko 2008,
Nitsch, Hock 2008), els quals sén els precursors de les fibres amiloides i les espécies
citotoxiques, vam decidir treballar sota condicions en les quals s’induis I'estat oligomeric
del peptid AB1.42. La idea d’arribar a tractar ratolins in vivo, ens va acabar de decantar per
optimitzar aquestes condicions a les fisiologiques. Finalment, 'agregaci6 del péptid abans
de ser afegit al cultiu cel-lular, o de mesclar-lo amb I'scFv-h3D6, ha estat en tamp6 PBS, pH
7.4, durant 3 h a 37 °C. Mitjangcant TEM, es va demostrar que, en aquestes condicions,
realment es formen els oligdmers d’Af3 (Figura 1. 7-A).

Tal i com es veu per les imatges de TEM, els oligomers d’Af3 s6n visualitzats des del
moment en que el film de péptid és resuspes en DMSO i tampd PBS (veure apartat 3.4 de
Materials i Metodes del capitol), i es mantenen al llarg de la incubaci6 a 37 °C sense indicis
de formacié amiloide. Aix0 no vol dir que ens trobem fora de la via amiloide, ja que el
tractament de la mostra a elevada temperatura, 60 i 90 °C, indueix la formacié de fibres.

Els tractaments a diferents temperatures utilitzats per a les imatges de TEM, també
van ser emprats per a quantificaci6 I'agregacié del peptid per fluorescencia, a través de la
seva unié als fluorofors ThT i ANS. La ThT és considerat un marcador especific de fibres
amiloides (Naiki et al. 1989), mentre que I’ANS és usat, extensament, degut a la seva
capacitat d’'unir-se a regions hidrofobiques de proteines (Ray, Singh & Balaram 2001).

En les condicions en les que s’ha treballat, el peptid AfB1-42 inicialment ja uneix certa
ThT, i augmenta la fluorescencia d’aquesta a mesura que s’allarga la incubaci6 a 37 °C
(Figura 1. 8-A). A 60 °C, tot i que per TEM ja s’havia detectat la preséncia de component
fibril-lar, la unié a ThT segueix sent la mateixa que a 48 h a 37 °C. Es amb el tractament a
90 °C, quan augmenta la fluorescéncia practicament el doble del senyal anterior. Pel que fa
a la fluorescencia de I'ANS, es detecten nivells d’'unié molt baixos, inclis després d’escalfar
el peptid (Figura 1. 8-B). Aquests resultats indiquen que, efectivament, el peptid AB1-42, es

troba dins la via d’agregaci6 amiloide.
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Figura 1. 7. Formaci6 de fibres amiloides i WL per part de ’AB1-42, 'scFv-h3D6 i el complex AB1-42:5cFv-

h3D6, en funcié de la temperatura i la presencia de DMSO. Imatges adquirides per TEM de A) 100 uM
d’AB1-42, B) 100 uM d’scFv-h3D6, C) 100 pM d’scFv-h3D6 en abséncia de DMSO, D) 100 pM d’A1-42:scFv-
h3D6, a diferents temps i temperatures d’incubacié. A) Els oligomers citotoxics d’AB1-42 son visualitzats a 37
°C, i escalfant a majors temperatures s’indueix la formacié de fibres amiloides. B) L’scFv-h3D6 no forma fibres
WL en presencia de DMSO. C) L’scFv-h3D6 en absencia de DMSO forma petits oligomers a 37 °C,ia 60 °C (on la
poblaci6 de l'intermediari térmic és més maxima) s’inicia la formacié fibres WL, que es troben més
estructurades a 90 °C. D) El complex AB1-42:scFv-h3D6 forma directament fibres WL a 37 °C, i a temperatures

majors és trenca el complex, donant lloc a protofilaments amiloides i oligomers. La barra indica 20 nm.
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4.5. Misfolding de I'scFv-h3Dé6.

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, per tractament termic, I'scFv-h3D6 inicia la
via d’agregacié caracteritzada per un intermediari ric en estructura-f3, el qual déna lloc a
agregats en forma de fibres WL. Inesperadament, aquestes fibres WL no sén visualitzades
per TEM, quan I'scFv-h3D6 és assajat individualment, sin6 que apareixen especies
oligomeriques en totes les condicions tractades (Figura 1. 7-B).

Es important mencionar que, tots els experiments realitzats per determinar I'efecte
de I'scFv-h3D6 sobre la toxicitat i I'agregacié del péptid AB1-42, contenen un 2 % de DMSO
durant la incubacié (0.2 % DMSO a les mostres finals), amb la finalitat de poder comparar,
adequadament, els resultats obtinguts amb el peptid AB, el qual, inevitablement, conté
aquest tant per cent de DMSO (veure apartat 3.4 de Materials i Metodes del capitol). Per a
comprovar fins a quin punt el DMSO pot interferir a la via d’agregacio6 de I'scFv-h3D6, es va
decidir visualitzar per TEM el procés en absencia de DMSO. Com era d’esperar, quan el
DMSO no és present a la mostra d’scFv-h3D6, les fibres WL apareixen un cop la mostra ha
estat incubada a 60 °C, i resulten més evident després del tractament a 90 °C (Figura 1. 7-
C). Aquest resultat, a més, concorda amb l'analisi de FTIR discutit anteriorment, on la

banda caracteristica de fibres WL apareix als 60 °C (Figura 1. 4-B).
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Figura 1. 8. Assaig d’agregacio per fluorescéncia de Tioflavina T i ANS. Estudi de I'agregacié del péptid
AB1-42, I'scFv-h3D6, i del complex AfB1-42:5cFv-h3D6 per unié del fluorofor Tioflavina T (A) i ANS (B), a diferents

temps i temperatures d’incubacid. Les barres d’error signifiquen + S.E.M.
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Pel que fa a la fluorescencia, I'scFv-h3D6 sol, no uneix ThT, i la temperatura indueix
un cert augment del senyal, especialment a la temperatura en la qual s’indueix la formacié
de l'estat intermediari (Figura 1. 8-A). L’ANS, en canvi, emet fluorescencia en totes les
condicions, també de forma més notoria quan 'intermediari és present (Figura 1. 8-B). El
comportament d’ambdues fluorescéncies és practicament igual en absencia de DMSO
(dades no mostrades), dada que fa pensar que tant la ThT com I’ANS no s6n capacos de

distingir entre oligomers i fibres WL formades per I'scFv-h3Dé6.
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Figura 1. 9. Assajos d’agregacio induida per temperatura per fluorescéncia de Tioflavina T i ANS. Estudi
de l'agregacio del peptid AfB1-42, I'scFv-h3D6, i del complex Af1-s2:scFv-h3D6 seguint el maxim de fluorescencia

de la Tioflavina T a 482 nm (A), i el maxim de I’ANS a 470 nm (B), a mesura que augmenta la temperatura.

Amb la intenci6 de confirmar la importancia de l'intermediari, induit per
temperatura, dins la via d’agregaci6 de 1'scFv-h3D6, s’ha assajat la unié de ThT i ANS en
funcié de la temperatura, i sense agitaci6 (Figura 1. 9-A, B). Efectivament, a 60 °C, tots dos
fluorofors uneixen I'estat intermediari i, a major temperatura, el senyal es perd degut a la

formacié d’agregats insolubles.

4.6. Misfolging del complex AB1.42-scFv-h3D6.

La coincubacié del fragment d’anticos scFv-h3D6 amb el péptid ABi-42, en una
relacié equimolar, preveu la formacié d’oligomers d’A i, al seu lloc, inicia la formacié de
fibres WL, tal i com s’observa per TEM (Figura 1. 7-D). A les 3 h a 37 °C, les fibres WL ja

son formades, per tant, aquesta ha estat la condicié usada per als assajos de citotoxicitat, i
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on la toxicitat dels oligomers d’Af ha estat revertida (Figura 1. 6-B). Que el complex Af1-
42:scFv-h3D6 segueix la via d’agregaci6 WL, resulta més evident a llargs periodes
d’incubaci6 (48 h a 37 °C).

Quan el complex assoleix els 60 °C, temperatura en la qual apareix I'intermediari
d’agregaci6 del scFv-h3D6 quan aquest és incubat en abséncia de peptid AB1-42, el complex
es dissocia, i als 90 °C, apareixen tant protofilaments amiloides com oligomers. Tenint en
compte que les fibres WL sén espécies atrapades cinéticament, la temperatura despobla
aquest estat, alliberant oligomers d’A lliures i permetent que el péptid AB1.42 retorni a la
seva via amiloide.

Al contrari del que passa amb I'scFv-h3D6 aillat, quan es mesclen totes dues
molécules, la unié a ThT i ANS augmenta progressivament a mesura que augmenta la
temperatura, especialment als 90 °C (Figura 1. 8-A, B). Aquest resultat concorda amb la
preséncia de fibres WL abans d’escalfar, les quals és sabut que uneixen tots dos fluorofors
(Ray, Singh & Balaram 2001, Gosal et al. 2005); i amb la presencia d’oligomers i fibres
amiloides, un cop escalfats.

Per tant, sembla a ser que, tot i que la formaci6 de fibres WL és una propietat
intrinseca de 1'scFv-h3D6, aquelles que resulten del complex ABi-42-scFv-h3D6 s6n més
estables que les formades per I'scFv-h3D6 sol, perqué apareixen sense necessitat de

tractament amb temperatura i, a més, es formen sota la preséncia de DMSO.
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5. DISCUSSIO.

En aquest Capitol 1, s’ha descrit la producci6 i la determinacié de la via d’agregacié
de I'scFv dissenyat a partir de la seqiiéncia d'un mAb d’interés terapéutic per a I'AD. La
immunitzacié passiva amb scFv esdevé una estrategia terapeutica atractiva degut a que no
produeix els efectes secundaris inesperats que provoca 'administracié del anticds sencer

i, a’hora, manté I'efectivitat d’aquest.

5.1. Expressio de I'scFv-h3D6 i I'activitat de la xaperona trx.

Avui en dia, la produccié recombinant de fragments d’scFv esdevé poc efectiva, ,
degut a la dificultat de plegament dels dos dominis amb pont disulfur i a la presencia de
cinc residus triptofan. En aquest treball s’han obtingut, finalment, quantitats acceptables
d’scFv-h3D6 a partir del replegament de la fraccié insoluble obtinguda dins del sistema
d’expressié d’E. coli Origami2(DE3) i la proteina de fusi6 trx, posteriorment eliminada per
la proteasa especifica TEV. La tioredoxina (trx), ha estat emprada satisfactoriament per
I'expressi6 i purificacié d’altres molécules d’scFv, i la seva capacitat ha estat relacionada
amb la seva activitat xaperona, més que amb l’activitat com a disulfur-isomerasa (Jurado,
de Lorenzo & Fernandez 2006). Altres sistemes d’expressio, com ara, la proteina de NusA,
han donat alts rendiments de proteina scFv-h3D6 citoplasmatica soluble, tal i com
s’explica a la tesi en redaccié de Rivera-Hernandez (Rivera-Hernandez 2009, Rivera-
Hernandez 2013), obtenint fins a 7 mg/mL per L de cultiu. Pero la preséncia de les formes
scrambled dificils de separar de la forma nativa emprant aquest sistema d’expressid, ha fet
que el replegament de la fracci6 insoluble a partir de trx sigui la manera d’obtenir I'scFv-
h3D6 totalment pur i en el seu estat natiu, necessari per a una alta fiabilitat i

reproductivitat dels experiments duts a terme.

5.2. Perfil de plegament de I’scFv-h3D6 sota pertorbacié térmica.

L’scFv-h3D6 mostra la tipica estructura secundaria del plegament d’Ig, amb un 60
% de component en fulla-f antiparal-lela i un 30 % de loops/girs-f3 segons la deconvolucid
dels espectres de FTIR, i mostra un espectre de CD andmal, també reportat en altres
estudis d’scFv o dominis Vi (Sreerama et al. 1999, Baden et al. 20083, Jahn, Tennent &
Radford 2008).

La desnaturalitzacié térmica de I'scFv-h3D6 dona lloc a agregacio, tal i com s’ha
pogut veure per CD i fluorescéncia dels triptdfans. En el punt mig de la transicié del

espectre de CD, que correspon als 60 °C, es pobla un estat intermediari amb una
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conformaci6 similar a I'adquirida per l'estat agregat, a 90 °C. Aquest intermediari és
generat per una reorganitzacio6 directa de I'estat natiu, per tant, no és necessari passar per
un estat desplegat per tal de saltar de I'embut de plegament natiu al d’agregacid.
L’intermediari, ric en estructura-f3, s’acumula independentment de la concentracid, seguint
una cinetica no depenent de nucleacié. A més, per TEM s’ha comprovat que I'agregacié per
temperatura de I'scFv-h3D6 esdevé en la formacié de fibres WL, enlloc de formar fibres
amiloides. Es sabut que les fibres WL segueixen una cinética independent de nucleacié i
que uneixen tant ThT com ANS (McParland et al. 2000, Gosal et al. 2005). L’espectre de
FTIR corrobora la formaci6 de fibres WL, amb I'aparici6 de la banda a 1626 cm-?, similar a
la de 1622 cm! caracteristica de les fibres WL de la proteina 2-microglobulina (Jahn,
Tennent & Radford 2008).

La tendencia a I'agregacid per temperatura dels scFv ha estat préviament reportat
per altres estudis (Worn, Pluckthun 1999, Pedroso et al. 2002). Altres proteines, amb un
plegament similar a I'scFv, també agreguen in vivo formant fibres amiloides, com és el cas
de les cadenes lleures d’lg, especialment aquelles que es troben en forma de domini
variable aillat (Vi) (Baden et al. 2008a), o bé la ja mencionada [2-microglobulina
(McParland et al. 2000), que per a que formi fibres WL, enlloc d’amiloides, requereix
d’unes condicions de pH acid o d’elevada forga ionica (Gosal et al. 2005).

L’aparici6 del agregats WL formats a condicions fisiologiques ha estat descrita per

primera vegada en aquest treball de tesi.

5.3. Efecte de I'scFv-h3D6 sobre la fibril-lacid i citotoxicitat del peptid AB1.42.

Ja avui en dia, és evident que un tractament terapéutic que redueixi les fibres d’A3
a costa d’augmentar les espécies no fibril:lars, incloent els B-oligomers, pot resultar
perjudicial (Cheng et al. 2007). L’anticos monoclonal a partir del qual s’ha derivat I'scFv-
h3D6 reconeix especificament els oligomers d’Af} (Jacobsen 2006).

Quan el cultiu cel-lular és tractat amb mostres induides a I'oligomeritzacid, 1'scFv-
h3D6 10 pM no produeix cap efecte, el péptid AB1.42 10 uM redueix la viabilitat al 60 %, i la
coincubacio6 de I'scFv-h3D6 amb el péptid AB anul:la el seu efecte toxic sobre les cel-lules
d’'una manera depenent de concentracié. En les condicions emprades en aquest estudi per
als assajos de citotoxicitat, els oligomers d’A sén formats, tal i com s’ha comprovat per
TEM. El fet de que les fibres WL es formen al mesclar el peptid A amb I'scFv-h3D6, sense
la necessitat de que I'scFv-h3D6 ja es trobi en la via WL (per previa incubacié a 60 °C), i en
preséncia de DMSO, implica que les fibres WL son cinetica i termodinamicament més

favorables quan I'scFv-h3D6 atrapa els oligdmers d’Af.
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Wia de fibril-lacio Via di fibril-lacia Wia de fibril-lacio Via de fibril-lacia
* amiloide Worm-Like h‘ * amiloide Worm-Like I
Coordenada de reaccio Coordenada de reacclo

Figura 1. 10. Diagrama energetic de la via d’agregacio del péptid AB1-42, de I'scFv-h3D6, i del complex
AB1-42:scFv-h3D6. A) A 37 °C (=), el peptid AB1-42 segueix la via amiloide a través de la formacié d’oligomers
toxics (0), i I'scFv-h3D6 (S) segueix la via WL a través de la formaci6 d’oligdmers no toxics (s0). Es necessari
un tractament amb temperatura (-») per a convertir els oligomers d’Af en fibres amiloides (AF), i els
oligomers de I'scFv-h3D6 (sO) en fibres WL, en aquest ultim cas en absencia de DMSO. B) El complex AB1-
42:scFv-h3D6 directament forma fibres WL, i la seva disrupcié per temperatura (-») genera sO per a I'scFv-

h3D6, mentre que el péptid AB1-42 retorna cap a la via amiloide, formant oligomers (0) i fibres (AF).

Per temperatura elevada, les fibres WL esdevenen despoblades per dissociacid del
complex i, llavors, apareixen fibres amiloides i oligdomers. Aix0o implica que la temperatura
desplaca al peptid AB1-42 cap a fora de la via WL, retornant cap a la via amiloide; mentre
que I'scFv-h3D6 segueix a la via WL en forma d’oligomers (Figura 1. 10). Com ha estat
demostrat en aquest treball, la presencia de traces de DMSO, inherents al péptid AfB1-42,
evita que I'scFv-h3D6 formi fibres WL.

A part dels detalls de la via d’agregacid, la conclusié més rellevant d’aquest treball
de tesi doctoral és que, en condicions natives, I'scFv-h3D6 inhibeix la formacié de fibres
amiloides i la citotoxicitat del péptid AB1i-42 mitjancant la retirada dels oligomers d’Af de la
via amiloide. La descripci6 del mecanisme pel qual I'scFv-h3D6 actua contra la toxicitat del

peptid A3 obre una nova via per a millorar, en un futur, el seu potencial terapéutic.

5.4. Efecte de I'scFv-h3D6 in vivo.

Pel que fa al efecte de I'scFv-h3D6 in vivo, un cop demostrada I'efectivitat de I'scFv-
h3D6 en cultius cel-lulars i la necessitat d’eliminar la fraccié d’LPSs de la mostra, el nostre
grup de recerca en col-laboracié amb la Dra. Giménez-Llort, L. (Gimenez-Llort et al. 2013),
va testar el seu potencial terapeutic en ratolins triple-transgenics 3xTg-AD, models d’AD

de 5 mesos d’edat, que correspon a estadis inicials de la malaltia. Els resultats obtinguts,
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detallats en la tesi doctoral en procés de Rivera-Hernandez, G. demostren que el
tractament amb I'scFv-h3D6 s’ha de considerar una potent estratégia terapéutica en el
futur de I’AD. L’scFv-h3D6 millora la capacitat cognitiva, reverteix els simptomes BPSD-like
(Behavioral and Psychological Symptoms of Dementia) (Gimenez-Llort et al. 2007), i
elimina els oligomers d’AB del cortex i del bulb olfactori dels ratolins 3xTg-AD, les dues
arees cerebrals més sensibles a acumular (-oligdmers durant els primers estadis de la
demencia. A més a més, I'scFv-h3D6 restaura els nivells de la xaperona clusterina i de
I’ApoE, augmentats en el cortex dels ratolins 3xTg-AD. Cal remarcar que I'augment dels
nivells d’ApoE es troba directament relacionat amb els processos neuroinflamatoris
diagnosticats en pacients d’AD tractats amb I'anticos mAb sencer (Kim et al. 2011). La
clusterina (o Apo]), inhibeix la formacié de fibres amiloides, unint-se a ells
hidrofobicament, i forma complexes estables amb els oligomers d’Af (Humphreys et al.
1999). A més, recentment hem demostrat que el nombre de macroneurones del cerebel
dels ratolins 3xTg-AD esta molt reduit, i que I'scFv-h3D6 protegeix aquestes neurones de
la mort (Esquerda-Canals et al. 2013, Esquerda-Canals 2013).

Pel que fa als mutants C-terminals de I'scFv-h3D6, descrits en el Capitol 2
d’aquesta tesi doctoral, i la seva futura administracié en ratolins 3xTg-AD, s’espera que
I'increment de I'estabilitat i la disminucié de la tendéncia a I'agregaci6 incrementin la vida
mitja i, conseqiientment, que I'scFv-h3D6 sigui efectiu a dosis encara més baixes que la del

WT.
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1. RESUM.

La primera referencia escrita sobre I'efectivitat de I’ immunoterapia Af en ratolins
PDAPP va obrir la possibilitat de tractar la malaltia de AD. Els fragments variables
d’anticossos de cadena senzilla (scFv), formats per la unié dels dominis Vy i Vi, d’lg, també
semblen ser una terapia efectiva en models animals, amb I'avantatge de no activar la
microglia. A més, comparant-los amb 'anticds sencer, mostren una millor farmacocinética
i poden ser re-dissenyats racionalment.

Com alternativa inicial a I'obtenci6 del cristall i per incompatibilitat amb la técnica
de espectroscopia d'RMN en solucié, degut a la grandaria de la moléecula, s’ha obtingut un
model de la estructura tridimensional de I'scFv-h3D6 especific contra el péptid AB, un
treball presentat a la memoria del master en Bioquimica i Biologia Molecular (Marin-
Argany 2009). Com a estructura motlle s’ha emprat un scFv humanitzat, d’estructura
cristallitzada i dipositada al Protein Data Bank, i amb la major homologia seqiiencial.
L’scFv contra el receptor del coronavirus SARS (pdb 2GHTrp:B) mostra un 70% d’identitat
seqliencial, i un 94% d’homologia, amb I'scFv-h3D6. Amb MODELLER s’han obtingut les
coordenades de 5 possibles models i, amb Prosa, es va escollir el model optim. La pseudo-
energia és minima en les regions FR i maxima en les CDRs, en concordanca amb la
flexibilitat necessaria per a formar el complex antigen-anticos.

Amb les coordenades del model, se’'n ha derivat informaci6 sobre 'accessibilitat al
solvent dels diferents residus, els contactes intramoleculars i un scanning de totes les
mutacions possibles a les diferents posicions. A més, amb la seqiiéncia primaria, s’ha
obtingut un perfil de la tendéncia a I'agregacié i un alineament amb altres molécules
d’scFv. Tota aquesta informacié ens ha permés proposar una série de mutacions,
dissenyades per augmentar la solubilitat de la moléecula i/o per trencar la tendéncia a
I'agregacio, que han de permetre aconseguir un alt rendiment en I'obtencié d’aquest scFv

de possible aplicaci6 terapeutica en humans.
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2. INTRODUCCIO.

La cristal-lografia de raigs-X és I'’eina més poderosa per a obtenir I'estructura
tridimensional de proteines. Tot i que ha millorat molt des de que es va obtenir el primer
cristall de mioglobina (Phillips, Schoenborn 1981), I'any 1969, I'obtencié de cristalls i la
interpretacio6 dels resultats fan dificil aquesta tecnica (Jones, Thirup 1986). D’altra banda,
la técnica de espectroscopia d’RMN en solucid, molt util tant per a obtenir I'estructura
tridimensional de proteines com per a mesurar la seva dinamica conformacional, té les
limitacions de la grandaria i la pertorbacié per part dels agregats (Wuthrich 2001).

En els ultims anys, la proteomica estructural (cristal-lografia de raigs-X i
I'espectroscopia d’'RMN a gran escala) han permeés avangar notablement en el camp de
I'estructura terciaria de proteines. Actualment, s’han dipositat més de 90.000 estructures
en el Protein Data Bank (PDB), la base de dades internacional per a col-leccié d’estructures
proteiques obtingudes per difracci6é de raigs-X i per RMN (Berman et al. 2007) (figura 2.
1). Tot i aix0, el nombre de proteines cristal-litzades és dos vegades inferior al nimero de
seqiiencies trobades a les bases de dades de Swiss-prot i TTEMBL (Kopp, Schwede 2004).
Davant d’aquest deficit d’informacid, els meétodes computacionals per a la prediccid

d’estructura terciaria han permes fer un salt en 'estudi de proteines.

1995 B i
1997

1999
2001
2003
2005
2007
2009
2011
2013

Any

0 210* 410° 610" 810* 110°
Nombre d'estructures dipositades

Figura 2. 1. Evolucio de les estructures proteiques dipositades en el PDB, i que han estat determinades
mitjancant les técniques de cristal-lografia de raig-X, RMN i microscopia electronica (dades extretes de

http://www.wwpdb.org).
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La semblanca estructural entre proteines diferents es troba intimament
relacionada amb la seva funci6. Malgrat que existeixen més families de proteines que tipus
de plegaments, cada una d’elles es caracteritza per adoptar un plegament tridimensional
adaptat a les funcions que realitzen. Un exemple seria la familia d’Igs, els dominis dels
quals es pleguen en conformacié barril-. També és possible, perd menys freqiient, que
proteines sense cap relacio bioldgica, presentin una conformacié tridimensional semblant.
El plegament d’'una proteina ve determinat per les propietats de la seqiiéncia d’aminoacids
que la composen i, per tant, proteines amb una seqliéncia semblant tendeixen a una
estructura tridimensional similar (Chothia, Lesk 1986). Per comparaci6 de seqliéncies de
diferents proteines, es poden identificar combinacions particulars d’aminoacids que sovint
impliquen determinats patrons estructurals Aixo significa que, a la practica, si I'estructura
d’'una proteina ha estat determinada experimentalment (per cristal-lografia i difraccié de
raigs-X), llavors la resta de membres de la mateixa familia poden ser modelades a partir
d’aquesta.

L’alineament multiple i la recerca de seqiiéncies homologues en el PDB és la base
del modelatge tridimensional de proteines, amb el qual es comparen multitud de
seqiiencies d’estructura coneguda i s’identifica la de major grau d’identitat, la qual servira
com a motlle de la proteina problema. Existeixen diferents tipus d’alineament multiple
pero el més habitual és el métode heuristic, com ho sén els algoritmes BLAST i FASTA
(Altschul et al. 1990, Pearson 1990). Aquest metode es basa en delimitar el rang de recerca
de dades mitjancant I'aplicacié de filtres de seleccid, de forma que s’optimitza la recerca
d’homologia dins la immensitat de seqliéncies depositades en les bases de dades, i que va
en augment (Leach 2001).

La prediccié d’estructura per homologia de seqiiencia resulta molt ttil com
alternativa a l'obtencié del cristall de proteina, o per proteines que no poden ser
analitzades per RMN en solucié degut a la seva grandaria, com és el cas dels fragments
variables d’anticossos de cadena senzilla (scFv). La qualitat del modelatge tridimensional
és equiparable a la cristal-lografia de raigs-X de baixa resoluci6 o als espectres d'RMN de
resolucié mitja. Aproximadament, el 70 % de les seqliéncies conegudes es poden
comparar, com a minim, amb una de les proteines d’estructura coneguda depositades al
PDB.

Un model comparatiu implica assignar un tipus de plegament a I'objecte d’estudi a
partir dels ja dipositats en el PDB. Un cop seleccionades les proteines d’estructura 3D
coneguda, cal realitzar un alineament multiple d’aquestes seqiiencies amb la problema per
tal de determinar la millor correspondéncia entre residus. Amb I'alineament i I'estructura

motlle, es construeix un model teoric tridimensional de la proteina en qiiestié fent us de
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metodes bioinformatics, com ara el software MODELLER9v2. Finalment, el model ha de
ser avaluat, refinat i caracteritzat considerant els criteris estructurals i energetics
necessaris (Sanchez et al. 2000, Feny6 2010).

Existeixen una gran quantitat de programes computacionals i servidors d’internet
que automaticament processen modelatge tridimensional. Tot i ser molt utils, els millors
resultats s’obtenen emprant métodes de programacié bioinformatica.

En aquest capitol, i en relacié amb el capitol anterior, s’ha modelat I'estructura
tridimensional d'un scFv especific contra el péptid AB, I'scFv-h3D6 (Marin-Argany 2009).
Els experiments i resultats aqui exposats, han estat realitzats en col-laboracié, i durant
I'estada d’'un mes, amb el grup de recerca de Bioinformatica Estructural, dirigit per el Dr.
Oliva, B., del Centre de Recerca Biomedic de Barcelona (GRIB-IMIM-PRBB).

Per al modelatge de I'scFv-h3D6, s’ha emprat com a motlle I'scFv especific contra el
receptor del coronavirus SARS, d’estructura cristal-litzada i dipositada al Protein Data
Bank (codi PDB 2GHTrp:B), amb un 70% d’identitat i un 94% de semblanca seqiiencial
amb el nostre scFv-h3D6. A partir de I'aplicacié bioinformatica MODELLER s’han obtingut
les coordenades de 5 possibles models, d’entre els que s’ha seleccionat el model més optim
energeticament.

D’aquesta manera s’ha obtingut un model teoric fiable que ha servit com a
caracteritzaci6 visual de la proteina, tan a nivell d’estructura secundaria i terciaria, com de
residu, aixi com per a localitzar regions amb major tendencia a I'agregacié. Dades molt
utils per a entendre el comportament de la molecula i millorar-ne 'experimental. A més,
ha permeés al nostre grup de recerca fer un disseny racional de mutants del scFv-h3D6,
augmentant l'estabilitat de la molécula, i disminuint la seva tendéncia a l'agregacié
(Rivera-Hernandez et al. 2013). Finalment, esperem, en un futur immediat, que aquesta
millora incrementi la vida mitja de I'scFv-h3D6 i, conseqlientment, aconseguir reduir la
dosi efectiva de la molecula obtinguda préviament en els ratolins 3xTg-AD (Gimenez-Llort
et al. 2013). Que tot i ja ser baixa (una unica injeccid intraperitoneal de 85 pg resulta
efectiva als 5 dies), disminuir-la per disseny racional del plegament i I'estabilitat de la
molecula ha d’ajudar en el pas cap a proves cliniques a d’altres mamifers no murins,

desitjablement, a assajos clinics en humans.
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3. MATERIALS I METODES.

L’obtenci6é del model tridimensional del I’'scFv-h3D6 es va realitzar mitjangant un
seguit de tecniques bioinformatiques descrites a continuacié, totes elles emprant el
llenguatge de programacié Python (Van Rossum 1991), capac de llegir i reproduir els
scripts (llistat de comandaments que s’executen amb un ordre determinat i de forma

automatica) dels diferents programes utilitzats en aquest treball.

3.1. Recerca de proteina motlle per homologia de seqiiéncia.

El model parteix d'una recerca d’homologia de seqliéncia per a cada un dels
dominis Vu i Vi, per separat, emprant I'aplicacié BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(Altschul et al. 1990), a partir d’estructures ja resoltes i dipositades al PDB (Protein Data
Bank). Es van filtrar les regions de baixa complexitat de cada alineament no redundant,
per tal de descartat falsos resultats. La seqiiéncia de major valor de coincidéncia, comuna
per als dos dominis, va ser seleccionada d’entre les 24 possibles. L'estructura cristal-lina
del fragment d’anticos scFv-h3D6 especific contra el domini d'unié del receptor de la
proteina SARS (codi PDB: 2GHTrp-B), amb un 70 % d’identitat (94 % de semblanga) i un
valor d’homologia (E-score) de 2e-84, va ser seleccionat com a motlle per a construir el

model 3D de I'scFv-h3D6, mitjancant el programa MODELLER 9v2 (Sali, Blundell 1993).

3.2. Modelatge tridimensional del scFv-h3Dé.

Inicialment, es van dissenyar cinc possibles conformacions per al scFv-h3Dé6.
L’elevada flexibilitat del connector, (GlysSer)s, no permet un patré de difraccié definit en el
motlle, per tant, les seves coordenades per al model van ser optimitzades per minims
energetics (LoopRefining, MODELLER 9v2), obtenint deu possibles estructures del
connector, encaixades amb els cinc primers models seleccionats del scFv-h3D6.

Mitjangant el programa ProSa2003 (Wiederstein, Sippl 2007), es va tragar un perfil
de minims energetics de cada model i connector proposats. Es van analitzar finestres
consecutives de 25 residus, prenent la mitjana de cada una, per assignar un valor d’AG
teodrica (pseudo-energia) a cada un dels residus, de forma que es va escollir el millor model
de minima energia.

Les imatges del model final es van obtenir amb el programa PyMol (DeLano 2002),

el qual permet visualitzar models moleculars en 3D.
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3.3. Numeracio estandard de I'scFv-h3D6 i localitzaci6 de les regions CDR.

Per a seguir la numeracié canonica dels residus d’lg, i una correcta identificaci6 de
les regions CDRs (Complementary determining regions), es va emprar l'esquema de
numeracié Kabat (Wu, Kabat 1970, Kabat 1983, Johnson, Wu 2001). Aquesta classificacié
aporta un seguit de regles que defineixen cada un dels sis CDRs (tres per cada domini),
com ara I’aminoacid inicial, els residus anteriors i posteriors al CDR, i el nombre de residus

que el formen.

3.4. Caracteritzacio estructural del model d’scFv-h3D6 per DSSP.

L’algoritme bioinformatic DSSP (Definition of Secondary Structure of Proteins)
(Kabsch, Sander 1983) resulta molt util per assignar l'estructura secundaria i altres
caracteristiques geomeétriques del model a partir de les coordenades atomiques en format

PDB, com ara:

- Exposici6 dels residus al solvent. Per a cada residu de la seqiiéncia s’obté un
valor teoric que indica la superficie de I'area del residu que es troba exposada al
solvent, en A. De forma que se’n extrau si el residu es troba encarat cap a la

superficie de la molecula o bé, forma part del nucli hidrofobic d’aquesta.

- Contactes entre residus de distancia menor a 5.5 A. S'obté, de forma general,
els valors minims per a establir interaccions entre residus, definint aixi les
interaccions secundaries i terciaries intradomini, aixi com les interaccions
interdomini que conformen la interficie. A I'hora d’estudiar contactes especifics
s’ha realitzat, amb el programa Pymol, un analisi manual més concret de les

regions d’interes.
3.5. Predicci6 de tendéncia a I'agregacio per TANGO.

TANGO és un algoritme computacional dissenyat per a predir la tendéncia a
'agregacio en fulla-f3 de peptids i proteines desplegades (Fernandez-Escamilla et al. 2004,
Linding et al. 2004). Es basa en els principis fisicoquimics (pH, temperatura, for¢a ionica,
concentracié de TFE, estabilitat proteica, proteccid¢ N-terminal i C-terminal, etc.) de la
formacié de fulla- estesa, entenent que les regions internes dels agregats es troben

completament enterrades. TANGO diferéncia entre tendéncia a fulla-f3 nativa i I'amiloide.
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3.6. Alineament Miiltiple i Residus Conservats.

Es necessari establir un alineament multiple entre 1'scFv-h3D6 modelat i altres
seqliencies scFv humanes o humanitzades d’elevada homologia per tal de determinar
aquells aminoacids conservats evolutivament i que juguen un paper important dins la
molecula, ja sigui per a la seva funci6, estabilitat o solubilitat, i que per tant no es
convenient mutar-los quan coincideixen amb la nostra seqiiéncia.

Amb el programa ClustalTrp2 (Thompson, Higgins & Gibson 1994), s’ha fet un
alineament multiple de les 24 seqiiéncies d’scFv humanitzades obtingudes préviament
amb el programa BLAST. Aquesta informacié és molt important a '’hora de dissenyar

futurs mutants de I'scFv-h3D6é.

3.7. Aminoacid Scanning-Mutation.

Mitjangant l'aplicacié ProSa 2003 (Wiederstein, Sippl 2007) s’ha realitzat un
analisi AA Scanning-mutation amb el qual es muta, tedricament, cada un dels residus de la
seqiiencia d’interés per els 20 aminoacids proteinogenics. Com a resultat s’obté un valor
de mutaci6 (z-score) per residu i aminoacid substituent. Comparant aquest valor amb el

del wild-type (WT), es classifica cada mutacié com a:

- estabilitzadora (Zwt = Zmut > 0),
- desestabilitzadora (Zuwt = Zmu < 0),

- oneutre (Zwt - Zmue = 0).

El valor z-score deriva de la distribucié d’energies de la proteina problema

comparada amb una proteina patrd, sent o la desviaci6 estandard.

_ (Eprot - Epatro)

Z =
score
o

Per a determinar els z-score s’ha tingut en compte la combinacié de dos tipus

d’energia:

- l'energia superficial, associada al Cg de cada residu.

- l'energia de parells, associada a I'energia entre Cg-Cg de dos residus propers.
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4. RESULTATS

4.1. Proteina motlle: I'scFv especific contra del virus SARS.

El model tridimensional de I'scFv-h3D6 s’ha dissenyat a partir de la seqiliéncia
motlle amb codi PDB 2GHTrp:B, corresponent a un scFv dirigit contra el receptor d’'un
coronavirus causant del Sindrome respiratori agut sever (SARS, Severe Acute Respiratori
Syndrome), obtinguda per recerca de seqiiencies homologues al domini Vi i Vi mitjangant
el programa BLAST.

Com es pot veure en la figura 2. 2, les dues seqiiéncies sén molt semblant entre
elles, comparteixen un 70 % d’identitat i, dels residus no coincidents, el 81 % corresponen
a canvis conservatius, és a dir, entre aminoacids de caracteristiques moleculars semblants
i, per tant, no alteren significativament I’estructura donada per la seqiiéncia motlle. Un 2 %
(7/246) de I'alineament correspon a gaps, degut a un procés de insercio o delecié d'algun

dels residu en alguna de les seqiiéncies.

sl W E E Chain B, Crystal Scructore Of Sars Spike Protein Receptar Sinding
Domain In Complax With A Feutralizing Antibody, 80z
Chain Dy Crystal Stcruoccure Of Sars Spike Protein Receptor Binding

Demain In Complex With A Heutzalizing Antibedy, B0z
Lengtn=24

Score = J3UB bits (TBE), Expect = Ze=8 matrix adjust
Identitiea = 1737246 (70%), Poaitivea = 7/246 (2%)

jery 4 EVOLLESGGELVEGGSLRLSCALSS

¥ o e b o i .
Ibjet 3 LY RSV VOGRS LRALECRARS TR

e E% i
Sbhict &3 120
Taery 124 VNI S LS LY T FGEPAS I ECES SO S LLDSDERT Y LNWLLORES 16
'. :j'_'_-'__l.:a. l._.;:'F a.;‘_ ....I '_t_ ﬂ‘--l.-' v - " "FI =
Shier 121 GEESGGEGSGGGESETTLTOSPATISLSPCPARTLSCARSOSV—— BESHIAWYOORPG 175
TR " g
L¥ eI F T
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Query 244 TEVEIE 245
TEVE+F
Shiec 236 TEVEVE 241

Figura 2. 2 Alineament de la seqiiéncia scFv-h3D6 (query) amb la seqiiéncia motlle 2GHTrp:B (subject).
L’alineament, per pBLAST, de la seqiiéncia del nostre scFv amb la cadena B del scFv dirigit contra el receptor
del coronavirus SARS (codi PDB: 2GHTrp:B), que té un 70% d’identitat. +: canvis conservatius; gap: posicié en

blanc degut a una inserci6 o deleci6 d'un residu determinat.
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En aquest cas, el connector utilitzat en la seqiiéncia motlle és idéntic al nostre
(GlysSer)s, el més usat en la bibliografia per al disseny de molécules scFv, perd, al no

trobar-se ben resolt als mapes de difracci6, no es pot usar com a motlle estructural.

4.2. Possibilitats de models 3D per a I’'scFv-h3D6.

Les coordenades atomiques de la seqiiencia motlle 2GHTrp:B, dipositades en el
PDB, van ser introduides al programa MODELLER 9v2 juntament amb l’alineament de
totes dues sequiéncies. Aixi, es van dissenyar 5 models teorics de I'estructura 3D de I'scFv-
h3D6, sempre tendint a construccions energeticament favorables.

Tal i com es pot observar a figura 2. 3-A, els 5 models teorics obtinguts sén,
estructuralment, molt semblants entre ells. Tan sols variara minimament l'orientacié a
I'espai de l'estructura secundaria, concretament dels angles @ (phi) i ¥ (psi),
corresponents a I'enllag rotacional NH-Ca i Ca-CO respectivament (resultats no mostrats).

Al no disposar de les coordenades tridimensionals del connector, va ser necessari
refinar 'estructura 3D d’aquesta regi6 de 1'scFv-h3D6 fent Us de I'aplicacié LoopRefining
del programa MODELLER 9v2. Per a cada un dels cinc models, es van obtenir deu

conformacions espacials per al connector (figura 2. 3-B).

Figura 2. 3. Models teorics de I'estructura 3D de I'scFv-h3D6 A) Amb MODELLER9v2 es van obtenir les 5

construccions més favorables energéticament a partir de les coordenades del motlle 2GHTrp:B. Tot i semblar
iguals, es diferencien per petits canvis d’orientacié en les estructures secundaries. B) Per a cada un dels 5
models construits, es van dissenyar, per minims energetics i dinamica molecular, 10 models de connector

diferents. A partir del perfil energétic es descartaren els menys favorables i es selecciona el model optim.
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Algunes d’elles, mostren connectors molt desfavorables energéticament,
generadors d’inestabilitat molecular pel fet d'unir els dos dominis, Vg i Vi, per la interficie
hidrofobica, suposant un xoc esteric que déna lloc a la reorientacié de residus ja estables.
Altres models es troben tallats en algun punt de la seqtiéncia, ja que la conformacié global
de la proteina no permet la presencia de determinats residus en un punt concret, ja sigui
pel seu volum espacial o la seva carrega, o perque 'angle de gir dels seus enllacos es troba

fora de I'espai conformacional permeés.

4.3. Determinacio del model de minima energia.

L’obtencié dels perfils energétics, mitjancant el programa ProSa 2003, de cada
model amb els deu connectors tedrics va possibilitar la seleccié del model més favorable
energeticament (Figura 2. 4).

La conformacié de cada un dels connectors provoca una reestructuracié de la resta
de la molécula, modificant, de forma especifica, 'estructura tridimensional del model, fent-
la més o menys estable. En general, la conformaci6 del domini Vy es veu més alterada que
la del domini Vi. Com era d’esperar, els pics de maxima energia del perfil es corresponen a
les regions CDR de la proteina que, igual que el connector, son loops flexibles. Els seus
extrems, pero, cauen en pics de minima energia i formen part de fulles-f, mostrant la
necessitat dels CDR per aferrar-se a l'estructura global i estable de la proteina, i aixi
compensar I'entropia necessaria per a mantenir els loops de CDR exposats. Obtinguts els
perfils, es van descartar els connectors amb una AG teorica gran fins aconseguir un millor
perfil de minims. Per comparacié de pics, es va seleccionar el model amb més tendéncia a

valors globals minims de AG.
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Figura 2. 4. Perfils energétics de cada un dels 5 models. Amb Prosa2003 es van obtenir els perfils de

minims energetics de cada model amb els 10 connectors. De dalt a baix, model 1-5; columna dreta, perfils
inicials; columna esquerra, perfils on s’han eliminat els connectors menys favorables energéticament. En

vermell, model 2 seleccionat com a 0ptim, amb el tercer model de connector.

4.4. Numeracio Kabat de I'scFv-h3D6 i localitzacio de les regions CDR.

L’esquema de la seqiiéncia de I'scFv-h3D6 es pot veure representat a la figura 2. 5.
La primera seqiiéncia representa el domini Vy i la segona al domini Vi, separades pel
connector flexible (GlysSer)s. Els residus Cys es troben marcats en groc, els Trp en vermell,
els Vu-CDR en verd, i els V.-CDR en blau. També s’aprecien les 9 cadenes-f3 de cada domini,

5 cadenes-3 d'una fulla-f i 4 cadenes-3 de I'altre fulla-f3, que conformen el barril-f.
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Figura 2. 5. Esquema de la seqiiéncia de I'scFv-h3D6 i numeracié Kabat. El domini Vu esta format per 119
residus, amb sis insercions respecte la numeraci6 Kabat (a, b, ¢, d...) i, per tant, finalitza en el residu 113 de la
numeracié Kabat; i tres residus triptofan (vermell). El domini Vi conté 112 residus, amb cinc insercions i, per
tant, finalitza en el residu 107 de la numeracié Kabat; i dos residus triptofan. Tots dos formen 9 cadenes-f3
canoniques (Vu-BA, B, C, C', C”, D, E, F i G) i presenten les dues cisteines que formaran el pont disulfur de cada
domini (groc). Les sis regions CDR (Vu, verd i Vi, blau) corresponen, principalment, a regions de loops
irregulars. En negre el connector flexible (GlysSer)s que uneix tots dos dominis.

Per a una correcta numeraci6 dels residus de la seqliéncia de I'scFv-h3D6, es va
emprar la numeracié estandard d’'immunoglobulines (Igs) definida per Kabat (Wu, Kabat
1970, Kabat 1983, Johnson, Wu 2001), i desenvolupada a partir d’homologia de
seqliéncies d’Igs. Cada una de les cadenes, pesada i lleugera, té una numeraci6 propia. La
numeracié Kabat és molt rigida per a cada aminoacid conservat, de forma que les
possibles insercions de seqiliéncia son introduies mitjancant lletres, conservant la
numeracié estandard.

A més a més, gracies a la definicié de CDRs per Kabat, es van poder classificar i
delimitar les sis regions CDR de I'scFv-h3D6 (tres per a cada domini), aixi com les regions
entre elles (FRs, o Framework Regions). Rep especial atencio, el Vy-CDR3, el més dificil de
classificar (Oliva et al. 1998) i el que, a més, potencia les interaccions sinérgiques
(cooperatives, o avidity) dels anticossos per a reconeixer i unir l'antigen especific
(Manoutcharian et al. 2004). Tot i que, en funcié de I'especificitat per I'antigen, cada CDR
té una seqiiéncia diferent, determinats parametres o patrons sén conservats entre les
diferents Igs, com ara 'aminoacid inicial, els residus anteriors i posteriors al CDR, i el

nombre de residus que el formen.
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Comparant informaci6, hem vist que tan els V.-CDR1, V;-CDR2 i V.-CDR3 com els
Vu-CDR3 i Vy-CDR2 presenten les caracteristiques tipiques dels CDR. Tan sols el Vy-CDR1
s’allunya del consens general, per la seva llargaria i localitzacié en el domini; si els quatre
primers residus de la FR anterior formessin part de la regio, el Vy-CDR1 ja compliria amb

els requisits establerts.

4.5, Caracteritzacio del model tridimensional de I'scFv-h3Dé6.

Adoptant el plegament canonic dels dominis d’lgs, cada un dels dos dominis
variables de I'scFv-h3D6 conté dues fulles-f antiparal-leles empaquetades estretament,
una contra l'altre, adoptant una conformacié compacta en barril-f (Figura 2. 6). L’extrem
N- i C-terminal de cada domini es troben oposats entre ells i situats als extrems del barril-

. Una de les fulles conté 5 cadenes-f3 (A, B, C,C’i C”) il'altre en conté 4 (D, E, Fi G).

Domini Vu V2 Domini V.

pA

Figura 2. 6. Model tridimensional de I'estructura de I'scFv-h3D6. L’scFv-h3D6 conté dos dominis variables
(VuiVw) formats, cada un d’ells, per dues fulles-f8 que adopten una conformacié en barril-B. Cada domini conté
tres regions CDR (verd) i un pont disulfur (groc). L'scFv-h3D6 conté cinc residus triptofan (vermell), tres al

domini Vu i dos al domini VL. El connector (negre), molt exposat al solvent, uneix tots dos dominis.
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Els loops de CDR es localitzen entre les cadenes B-C, C’-C” i F-G, i es disposen
propers entre ells, encarats cap a la mateixa cara del barril-f3, i exposats a la superficie

globular. El plegament del domini es troba estabilitzat per:

- ponts d’hidrogen entre les cadenes-f3 de cada fulla.

- interaccions hidrofobiques entre residus de les dues fulles-p.

- un pont disulfur entre la cadena B d’una fulla-f§ ila cadena F de l'altre:
- domini Vy: Cys22 (B)-Cys92 (F)
- domini Vy: Cys23 (B)-Cys88 (F)

L’scFv-h3D6 conté cinc residus de triptofan molt conservats (figura 2.6, en

vermell), tres en domini Vi i dos en el domini Vi

- domini Vy: Trp36 (C), Trp47 (C) i Trp103 (G)
- domini Vi: Trp35 (C) i Trp89 (F, i és el primer residu del CDR3)

El Vyu-Trp36 i el Vi.-Trp35 es localitzen en el nucli hidrofobic de cada un dels
dominis, mentre que els Vy-Trp47, Vu-Trp103, i Vi.-Trp89 formen part de la interficie dels
dos dominis. Per a tenir una idea de la importancia de les interaccions hidrofobiques en
aquesta interficie, la distancia entre Vy-Trp103-CZ2 i V.-Trp89-CH2 és de 3.3 A, i la d’entre
Vu-Trp47-CD1 i Vi- Trp89-CZ2 és de 5.7 A.

4.6. Exposicio dels residus al solvent.

Els valors de DSSP, mostrats a la figura 2. 7, donen informaci6 rellevant per al
disseny de possibles mutants de I'scFv-h3D6. Aquesta informacié representa un dels
primers passos per a decidir quin residu, d'una regié determinada, és el més adient per a
ser mutat. En un principi, és aconsellable no mutar residus enterrats cap a l'interior
proteic.

Estructuralment, el DSSP mostra que les regions plegades en fulla-p tenen caracter
amfipatic, és a dir, alternen residus exposats amb residus enterrats de forma molt
marcada. En canvi, els B-turns no segueixen un patr6 amfipatic. Inicialment esperavem que
els residus de les regions CDR tinguessin una elevada exposicié al solvent, disposicid
optima per a unir l'antigen, guanyar estabilitat i disminuir la AG, que sense la interacci6

amb 'antigen és elevada.
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Tot i aixo, els resultats obtinguts no ratifiquen aquesta hipotesi, ja que tant es
troben orientats cap a la superficie com cap a l'interior. La explicacié a aquesta observacié
és que el loop de CDR ha d’adoptar una conformacié tridimensional que encaixi

especificament amb 'estructura 3D de I'antigen complementari.
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Figura 2. 7. Superficie d’exposicié al solvent. La grafica, obtinguda per DSSP, mostra la superficie
d’exposicié al solvent (A) de cada un dels residus de la seqiiéncia de I'scFv-h3D6. Els residus amb valor inferior

a 25 A es consideren molt enterrats.
4.7. Predicci6 de tendéncia a I’agregacio.

La figura 2. 8, juntament amb la taula, mostra els resultats obtinguts per
I'algoritme TANGO, el qual identifica quatre regions amb forta tendéncia a I'agregacié en
fulla-B dins la seqiiéncia de I'scFv-h3D6, i que corresponen a les cadenes-f3 F i G del domini
Vy,1C i F del domini V.. Els pics amb valors inferiors a 8 s’han considerat falsos positius, i

no s’han tingut en compte (Cerda-Costa et al. 2009).
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C92 39.65 Vi1l 9.60 V51 36.18 w89 23.87
Va3 36.89

Figura 2. 8. Prediccié de la tendéncia a I'agregacio de I'scFv-h3D6. Mitjancant I'algoritme TANGO, s’han
determinat les regions amb major tendéncia a I'agregacid de I'scFv-h3D6. Els resultats es mostren en forma de
grafica (dalt) o com a taula de valors especifics (baix). Es diferencien clarament quatre regions, dues per

domini, amb forta tendencia en agregar. Els valors inferiors a 8 han estat descartats.

Justament, les dues cadenes de cada domini amb tendéncia a 'agregacio es troben
empaquetades entre elles per contactes hidrofdbics, contrarestant el possible efecte de
nucleaci6 de cada una de les fulles-p aillades. L’exposicié d’aquestes regions al solvent, pot
desencadenar I'agregacié de la proteina i la conseqiient insolubilitat de I'agregat, a part de

resultar un punt critic cap a la via amiloide.

4.8. Alineament Muiltiple.

L’alineament multiple és una eina més per a poder determinar residus mutables.
Comparant entre seqiiencies s’han reconegut els aminoacids més conservats i, en principi,

no mutables ja que implicaria canvis en la estabilitat, solubilitat o funcié de la molecula.
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Amb l'alineament, es determina I'aminoacid més abundant en una posici6 a mutar i si es

correspon amb el de la seqiiéncia del nostre scFv (Figura 2. 9).
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Figura 2. 9. Alineament miltiple de I'scFv-h3D6. Alineament de la seqiiéncia de I'scFv-h3D6 amb 23
seqiiéncies scFv. Les diferents tonalitats de blau ressalten la conservacié del residu en cada posicid, des de més
conservada (blau fort), ja sigui el mateix aminoacid o un altre amb les mateixes propietats fisico-quimiques, a
menys conservada (blanc). La numeracié dels residus no segueix la numeracié Kabat emprada per al scFv-
h3Deé.

Les regions CDRs, tot i no ser conservades entre les diferents seqiiencies degut a
que cada scFv és especific d'un antigen determinat, no sén mutables. Fer-ho suposaria
perdre afinitat amb 'antigen, en el nostre cas els oligomers formats pel péptid ABi-42. Els
mutants de CDRs serien possibles un cop obtingut el cristall del complex scFv-h3D6:AB1-42,
treball pensat per a fer en un futur tot i resultar dificil degut a I'agregacié del complex.
Amb ell es caracteritzarien les interaccions reals en el complex i es podrien mutar residus

especifics per a optimitzar-ne l'afinitat i, aixi, aconseguir una menor dosi efectiva de I'scFv.
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4.9. Aminoacid Scanning-Mutation.

Emprant I'eina Aminoacid Scanning-mutation (ProSa 2003), es va realitzar una
predicci6 teorica de l'efecte de les mutacions sobre l'estabilitat de la molecula. Es
considera que una posicié en el WT no és estable, quan minim 15 dels 20 aminoacids
possibles no desestabilitzen I'estructura. L’analisi dels resultats obtinguts mostra que
11/113 residus del domini Vy (~ 10 %) i 13/107 del domini Vi (~ 12 %) millorarien

I'estabilitat de la molecula.

Taula 2. 1. Aminoacid Scanning-Mutation. A la taula s’hi representen aquells residus de la seqiiéncia de
I'scFv-h3D6 que, teoricament, sén inestables ja que minim 15 dels 20 possibles aminoacids aporten estabilitat
a la molécula. També es mostren aquells canvis que la inestabilitzen i els que resulten neutres. A més, per a
cada residu, es mostra la regi6 a la qual pertanyen dins la molécula (FR o CDR), la superficie d’exposicié al
solvent obtinguda per DSSP, la tendéncia a I'agregacid predita per TANGO i el grau de conservacié del residu
d’entre les 24 seqiiencies diferents comparades a l'alineament multiple. En gris es remarquen aquelles
posicions que serien adients per a mutar.

Residu | Mutacions Mutacions Mutacions Regi6 Exposiciéual TANGO Grau de
Vy estables inestable neutre solvent (A) conservacio
E6 19 0 1 FR1 6.3 0 18/24

G10 19 0 1 FR1 44.2 0 21/24
F27 15 4 1 FR1 13.0 0 21/24
R38 16 3 1 FR2 1.1 0 23/24
E46 16 3 1 FR2 17.9 0 22/24
Y59 17 2 1 CDR2 28.8 0 22/24
S60 16 3 1 CDR2 9.3 0 1/24
R71 16 3 1 FR3 11.0 0 23/24
D86 15 4 1 FR3 0.6 0 24/24
D101 16 3 1 CDR3 11.2 0 20/24
G106 17 2 1 FR4 19.8 0.65 24/24

Residu | Mutacions .Mutacié Mutacid Regio Exposiciéual TANGO Grau de' ’
V, estables inestable neutre solvent (A) conservacio
P18 18 1 1 FR1 50.7 0 1/24

L27c 15 4 1 CDR1 41.7 0 3/24
K30 16 3 1 CDR1 36.9 0 1/24
R46 16 3 1 FR2 1.1 0 1/24
L50 17 2 1 CDR2 37.0 36.06 2/24
V58 17 2 1 FR3 13.7 0 7/24
K74 17 2 1 FR3 44.1 0 1/24
D82 15 4 1 FR3 1.2 0 24/24
Q90 15 4 1 CDR3 0.0 1.06 22/24
F94 16 3 1 CDR3 65.7 0 2/24
P95 19 0 1 CDR3 19.3 0 18/24
R96 17 2 1 CDR3 14.1 0 2/24
K103 16 3 1 FR4 45,5 0 24/24
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Després de mirar la regi6 (CDR/FR), I'accessibilitat al solvent, la predicci6 de
TANGO, i el grau de conservaci6 a 'alineament multiple de cadascun d’aquest residus
(Taula 2. 1), tedricament millorables, només dos eren adients per a ser realitzats, P18 i
K74 del domini V.. Tanmateix, amb un analisi més profund es va veure que la P18 és
necessaria perque forma part d'un gir-f§ (V. BA-BB), i que la K74, a més de ser un residu
que trenca l'agregacié (Pawar et al. 2005), estableix contactes salins que estabilitzen
I'estructura secundaria a la que pertany (V. BE).

A més, considerem que aquest analisi és poc fiable, ja que, entre d’altres, no detecta
cap de les regions predites per TANGO com tendents a l'agregaci6, amb I’excepcid del
residu Vi-L50, que pertany al CDR2 i per tant no és mutable. La bona correlaci6 entre les
prediccions de TANGO i els resultats experimentals s’ha mostrat en diverses ocasions

(Cerda-Costa et al. 2007).

4.10. Redisseny de I'scFv-h3D6 a partir del model 3D.

4.10.1. Mutacions en el nucli hidrofobic.

A partir dels resultats obtinguts per TANGO, es va proposar i dissenyar una bateria
de mutants simples amb l'objectiu de disminuir la tendéencia a 'agregaci6 de I'scFv-h3D6 i,
aixi, millorar el rendiment de purificacié de la proteina recombinant. De les quatre regions
predites amb alta tendéncia a I'agregacio, es van triar les tres amb valors de prediccid
superiors a 10: Vy-BF, Vi-BC’, i Vi-BF (figura 2. 8).

Tot i ser conscients de la gran dificultat que comporta la mutacié6 del nucli
hidrofobic de qualsevol proteina, vam descartar mutacions a la superficie. Es important
recordar que la seqiiencia de I'scFv-h3D6 és humanitzada, ja que la molécula té finalitats
terapeutiques, i, per tant, cal anar amb compte a I’hora d’introduir mutacions que podrien
provocar, finalment, una resposta immunitaria no desitjada.

Per al disseny dels mutants d’agregacié s’ha tingut en compte, principalment, els
valors de DSSP, 'alineament multiple i els canvis de residus deguts a la humanitzaci6 de la
sequiéncia del fragment d’anticos (també realitzada sobre les regions FR). Al dissenyar els
mutants, s’ha tingut molt en compte que s’estan modificant regions que es troben forca,
inclis totalment enterrades, fet que comporta una gran dificultat per a triar una
substitucié adequada per aquestes posicions.

Aixi la proposta de sis mutants per a disminuir la tendéncia a I'agregaci6 de I'scFv-

h3D6 va ser la segiient:
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- Regi6 Vy-A88-V93 (Vy-BF): Mutant VB9A/VEIN

Aquesta regié conté la Cys92, que no és, en principi, mutable. A més, la Val93
precedeix al Vy-CDR3 i tampoc és convenient mutar-la. Aixi que només ens queda la regié
A88V89Y90Y91, molt enterrada. El residu menys enterrat és la Val89, amb un DSSP de 15.
Si considerem l'alineament en aquesta posici6 trobem 23Val i 1Phe, entre les 24
seqiiencies alineades. A més, la seqiiencia de 'anticds abans de la humanitzacié era una
leucina (Trp02006066171). La fenilalanina, a part de ser massa voluminosa, tendeix més a
'agregaci6 que la leucina (Pawar et al. 2005). Es per tot aixd que esdevé molt dificil de
triar una substitucié en aquesta posicid. L'iinica opcié plausible en aquestes situacions era
provar la substitucié a alanina, I'aminoacid que millor s’adapta en multitud de posicions
(Weiss et al. 2000). De totes maneres, visualitzant els contactes de la V89 dins del model,
també vam considerar la mutacié a asparagina, ja que té poca tendéncia a I'agregacid

(Pawar et al. 2005).

- Regi6 Vi-L47-V51 (V.- BC’): Mutant Y49T/Y49A

Aquesta regié compren el Vi-FR2 i el Vi-CDR2, que comenca a la posicié Lys50. Aixi
que sols ens queda per mutar la regi6 L47148Y49, extremadament enterrada. El residu
menys enterrat és Tyr49, amb un DSSP de 8. Si considerem I'alineament en aquesta posicié
trobem sempre una tirosina, i aquesta posici6 no ha estat humanitzada
(Trp02006066171). Degut a que aquesta tirosina és molt important per a la interaccié
entre els dos dominis del ScFv, considerem que s’ha de mirar de mantenir un residu amb
caracteristiques semblants, especialment la preséncia del hidroxil, raé per la qual vam
creure que la treonina era una mutaci6é a provar. La mutaci6 a alanina es va realitzar per

defecte.

- Regio V.- V85-Trp89 (V.- BF): Mutant V85T /V85A

Aquesta regi6 precedeix la Cys88, que no és, en principi, mutable. A més, el Trp89
ja forma part del V.-CDR3 i tampoc és pot mutar. Aixi que sols ens queda per mutar la
regié V85Y86Y87, molt enterrada. El residu menys enterrat és Val85, amb un DSSP de 16.
Si considerem l'alineament en aquesta posicié trobem 13Val, 9Thr, 1Ala i 1Asp, entre les
24 seqliéncies alineades. A més, la seqiliéncia de I'anticos abans de la humanitzacié era una
leucina (Trp02006066171). En aquest cas vam considerar que la mutaci6 a treonina, que
trenca la tendencia a I'agregacié millor que I'alanina (Pawar et al. 2005), era una bona

opcié. La mutacio a alanina es va realitzar per defecte.
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4.10.1.1. Resultats experimentals dels mutants dissenyats.

Al ser conscients del risc que suposa mutar residus completament enterrats dins la
proteina, i alguns d’ells importants per al correcte empaquetament globular, era d’esperar
que el rendiment de purificaci6 per alguns dels mutants fos baixa, i aixi ha estat per als
mutants Vy-V89A i V-V85A, on el canvi de residu ha dificultat el seu replegament de forma
que no han pogut ser extrets de la fraccié insoluble. Per aquesta rad, aquest dos mutants

han estat directament descartats a ser analitzats.
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Figura 2. 10. Desnaturalitzacié térmica i quimica de I'scFv-h3D6 i les seves variants. A) Desnaturalitzacié
térmica per CD seguint el minim d’el-lipticitat a 218 nm. B) Desnaturalitzacié térmica seguint el desplagament
del maxim de fluorescéncia a 338 nm. C) Desnaturalitzacié quimica, per urea, on el maxim de l'espectre
d’emissi6 dels triptofans és representat en funcié de la concentracié d'urea. WT (negre), Vy-V89N (blau), V.-

V85T (vermell), VL-Y49T (verd), VL-Y49A (taronja).
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Pel que fa a la resta de mutacions, també ha resultat complicat extraure’n suficient
quantitat de proteina per a la seva posterior caracteritzacio, perd tot i aixi s’ha pogut
seguir endavant.

Les corbes de desnaturalitzacié térmica, seguides per CD i fluorescencia, mostren
una millora poc significativa o nul-la de la tendéncia a I'agregaci6é (Figura 2. 10-A, B).
Concretament, els dos mutants del residu conservat Vi-Y49T/A comencen a agregar uns 5
graus abans que el WT, anul-lant directament la hipotesi de disminucié de la tendéncia a
I'agregaci6. En canvi, els mutants Vy-V89N i Vi-V85T sembla que retardin 'inici del procés
d’agregacio, ja que el senyal a 218 nm decreix a partir dels 50 °C, cinc graus més tard que
el WT, quan s’inicia la reestructuracié cap un major contingut en fulla-f. Aquesta dada
seria considerada positiva si no fos perque, tot i comengar més tard, el mutant V4-V89N
assoleix I'estat agregat rapidament, abans inclis que el WT. Segons la corba de CD del
mutant Vi-V85T (Figura 2. 10-A), podria dir-se que s’ha disminuit la tendéncia a agregacid,
ja que l'intermediari s’assoleix uns dos °C més tard que el WT, pero per fluorescencia no
s’observen diferencies respecte el WT.

Com s’observa a la figura 2. 10-C, les corbes de desnaturalitzacié quimica amb urea
de tots els mutants segueixen la mateixa transicié de tres estats que la descrita per el WT,
pero cap d’ells sembla mostrar una millora de I'estabilitat. Els mutants Vy-V89N i V-V85T
sén practicament iguals que el WT pel que fa al desplegament dels dos dominis, mentre
que els mutants del residu V.-Try49 desestabilitzen clarament el domini V.. i, encara més,

sembla que I'estat intermediari, i precursor de la via amiloide, es troba estabilitzat

4.10.2. Re-disseny del extrem C-terminal de I'scFv-h3Dé6.

El model tridimensional ha permes una examinaci6 grafica de I'estructura, aixi com
determinar les distancies entre cadenes laterals. S’ha vist que 'extrem C-terminal de la
molécula, que correspon al residu Vi-K107, segueix formant part de la cadena-f3 G (Figura
2.10). Per tant, les cadenes laterals de Vi-K107 i Vi-E105 es troben orientades cap a la
mateixa cara de la cadena-f§ i haurien d’establir una interaccié electrostatica, pero la
distancia entre elles (V.-K107-NZ i V.-E105-0E1), de 9.1 A, és massa gran per a establir-la.
La radé d’aquesta excessiva separacid és que, la cadena lateral de Vi-K107 es troba atreta

per 0XT107-0, la distancia entre les quals és de 4.9 A.
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Sy

C-terminal Vi-K107-HZ
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Dramini Vi

Figura 2. 11. Detall de I'extrem C-terminal del scFv-h3D6. A la imatge es marquen les principals
interaccions entre els residus Vi-E105 i Vi.-K107, i I'efecte del atom d’oxigen de la cadena lateral 0XT107-0
sobre aquesta interacci6.

Al examinar l'alineament multiple entre les 24 seqiiéncies de molécules scFv
diferents (Figura 2.9) es va veure que 14 d’elles contenien al extrem C-terminal el residu
Vi-K107, sis Vi-R108 i dues Vi-T109.

Amb la intenci6é d’estabilitzar la cadena-3 G de la molécula (treball de master
Blasco, B., tesis en redacci6 de Rivera-Hernandez, G.), es va decidir elongar en un o dos
residus l'extrem C-terminal, generant les formes mutants V;-el-R108 i V;-el-R108T109,
respectivament. A més, per a confirmar la hipotesis de I'efecte de OXT107-0 sobre la falta
d’interaccié entre Vi-K107 i Vi-E105, també es va estendre la cadena principal afegint tan
sols un residu de Gly, formant el mutant Vi-el-R108G. Per a facilitar la lectura, han estat

anomenats com a C1 (Vi-el-R108G), C2 (V.-el-R108),1i C3 (V.-el-R108T109).
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5. DISCUSSIO.

S’ha obtingut un model tridimensional de 'estructura d’'un scFv construit a partir
de la seqiiéncia de I'anticos h3D6.v2 (AAB-001, Elan Pharmaceuticals), dirigit contra la
seqliencia N-terminal del peéptid APi42 (Trp02006066171). En la cerca d’estructures
homologues en el PDB es van trobar més de 1000 seqiiencies amb una homologia superior
al 30% (resultats no mostrats); entre aquestes, I'scFv amb codi PDB 2GHTrp:B mostra el
major grau d’homologia, amb un 70 % de identitat i, tan sols, 2 % de gaps. A més de I'alt
grau d’identitat, el 30 % restant conté un 81 % de mutacions conservatives, es a dir, es pot
considerar que el grau global d’homologia és al voltant del 94 %. Com és d’esperar, el 6 %
de mutacions no conservatives es troba en els CDR ja que I'anticos del qual deriva I'scFv
motlle esta dirigit contra un antigen diferent (SARS, Spike protein receptor binding domain)
del peptid-Ap. El fet que el modelatge s’hagi realitzat amb un motlle amb un grau global
d’homologia tant alt fa que el model resulti molt fiable.

Tot i aix0, la regié del connector no esta resolta en cap dels pdbs homolegs degut a
la seva alta flexibilitat. Aqueta flexibilitat és necessaria per a permetre 'empaquetament a
'espai dels dos dominis que conformen la quimera recombinant. Per aixd, va ser necessari
refinar 'estructura 3D d’aquesta regio, fet que implica una reestructuracié de la resta de la
molecula. Concretament, la conformacié del domini Vy es veu més modificada que la del
domini Vi. La raé d’aquest fet resulta dificil d’explicar sense coneixer la via de plegament
dels altres scFvs de I'alineament multiple. En principi, molts scFvs presenten una via de
plegament de dos estats (desplegat i natiu) perque el domini Vy, que és qui contribueix
més a l'empaquetament d’ambdoés dominis per contenir més residus triptofan a la
interficie, és menys estable que el Vi, (Worn, Pluckthun 1998, Worn, Pluckthun 2001). En
el nostre cas pero, el domini Vy és el més estable i s’Tacumula un intermediari en equilibri,
el que fa que la via sigui de tres estats (desplegat, intermediari i natiu) (Rivera-Hernandez
etal. 2013, Rivera-Hernandez 2013).

Una vegada seleccionat el model de minima energia que modifica menys la
conformacié dels dominis després dels refinaments, s’ha pogut classificar les regions CDR
(MacCallum et al., 1996). Encara que el V4-CDR3 esta descrit com el més variable (Oliva et
al.,, 1998), i per tant hauria de se el més dificil de classificar, en el nostre cas tan sols el Vy-
CDR1 s’allunya del consens general, per la seva llargaria i localitzaci6 en el domini. Aquest
fet apunta cap a una major importancia d’aquest CDR en la interaccié amb I'antigen.

El model final conté un 51% de fulla-$, un 29 % de girs-f3, i un 20 % de loops, en
concordanca amb el plegament tot-f que caracteritza el plegament tipus Ig (Mattu et al,

1998). Cada un dels dominis conté nou cadenes-f, disposades en dues fulles-[3 per adoptar
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la conformaci6 en barril-f3 canonica d’Igs. Les cadenes 3B i F de cada domini contenen les
cisteines que conformen els ponts disulfur caracteristics d’aquest tipus de dominis, i sén
les cadenes F les més enterrades i les que mostren una major tendéncia a I'agregacié. Els
CDRs d’ambdoés dominis es troben oposats al connector i exposats al solvent. El connector
uneix tots dos dominis sense interaccionar amb la molécula i amb una alta flexibilitat, fet
que pot ser una de les causes, encara que no la principal, del baix rendiment en I'obtenci6
de proteina recombinant durant la seva expressio i purificacio, tal i com esta descrit a la
bibliografia (Zheng, Baumann & Reymond 2003). La superficie d’interacci6 entre els dos
dominis és molt gran, implicant contactes terciaris entre residus forca enterrats, com per
exemple els residus Vy-Trp47, Vy-Trp103 i V.-Trp89, tres dels cinc residus Trp que conté
I'scFv-h3D6 i que es troben situats a la interficie hidrofobica, des d’on estableixen fins a 5,
7 i 8 interaccions terciaries amb residus del domini oposat, respectivament.

Amb les coordenades del model, s’ha derivat informaci6é sobre 'accessibilitat al
solvent dels diferents residus, la distancia entre residus d’interes, i un rastreig de totes les
mutacions possibles a les diferents posicions. A més, amb la seqiiéncia primaria, s’ha
obtingut un perfil de la tendéncia a I'agregacié i un alineament amb altres fragments
d’anticds. Tota aquesta informacié ens ha permes proposar una série de mutacions,
dissenyades per augmentar l'estabilitat de la molécula i per trencar la tendéncia a

I'agregacio (Rivera-Hernandez 2013).

5.1. Mutacions al nucli hidrofobic augmenten la tendéncia a ’agregacié de I'scFv-

h3De.

Malauradament, els resultats obtinguts per aquests mutants no han estat els
desitjats, i la disminucid de la tendéncia a 'agregaci6é per modificacié de residus puntuals
no ha estat possible. D’aquesta manera, es confirma la dificultat de mutar residus enterrats
dins la molécula, com també la importancia de que les proteines adoptin el seu plegament
natiu, per tal de deixar menys exposades les regions amb més tendéncia a I'agregacio i ser
menys vulnerables a I'agregacié. D’aquests resultats també se’n extrau la necessitat de
dissenyar mutants multiples, ja que al fer substitucions puntuals, es trenquen interaccions
importants per al plegament i empaquetament de la molecula, de forma que la principal
parella del residu mutat queda lliure i pot causar certa repulsid al interior de la molecula o
establir interaccions no natives amb altres residus de I'entorn, fet que provoca I'alteracid
de les interaccions natives de la proteina i, per tant, una major exposicié al solvent de les

regions amb més tendencia a 'agregacio.
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5.2. L’elongaci6 del extrem C-terminal augmenta l'estabilitat termodinamica i

disminueix la tendéncia a I'agregaci6 del I'scFv-h3Dé.

El model tridimensional de la molécula d’scFv-h3D6 ha permes observar que
I'extrem C-terminal de la molecula, que correspon al residu Vi.-K107, segueix formant part
de la cadena-f3 G. Les cadenes laterals de Vi-K107 i Vi-E105 es troben orientades cap a la
mateixa cara de la cadena-f3 pero, la proximitat de la cadena lateral del residu OXT107-0
afebleix la interaccié electrostatica entre Vi-K107-NZ i Vi-E105-0OE1. La elongaci6 del
extrem C-terminal hauria de separar 'OXT107-O de la cadena lateral de Vi-K107, i
propiciar I'estabilitzaci6 de I'estructura secundaria de la molécula i disminuir la tendéncia
al'agregacio de I'scFv-h3D6.

Mitjancant la desnaturalitzaci6 quimica per urea i espectroscopia de FTIR, s’ha
corroborat la hipotesi de I'elongaci6 del extrem C-terminal. Els experiments corresponents
han estat realitzats pels companys de laboratori Rivera-Hernandez, G i Blasco-Moreno, B.
Els resultats obtinguts es troben detallats en la tesi doctoral en redacci6 del primer, i en el
treball de master del segon, aixi com en el recent article publicat a la revista mAb (Blasco-
Moreno 2011, Rivera-Hernandez 2013, Rivera-Hernandez et al. 2013). Resumidament,
I'elongacié de I'extrem C-terminal, a través de les formes mutants C1 (V.-el-R108G), C2
(Vi-el-R108), i C3 (Vi-el-R108T109), ha permes estabilitzar el plegament global de la
molécula fins a un 20%, resultat que ha donat lloc a la desestabilitzacié de I'intermediari
termic i, conseqiientment, s’ha disminuit la tendéncia a I'agregaci6 de 'scFv-h3D6. A més,
s’ha comprovat que aquesta modificacié no afecta la formacié del complex Af1.s2:5cFv-
h3D6, que segueix formant fibres WL. Per tant, s’ha optimitzat el plegament de I'scFv-
h3D6 sense afectar la seva capacitat protectora enfront els oligomers d’Af1.42 (Blasco-

Moreno 2011, Rivera-Hernandez 2013, Rivera-Hernandez et al. 2013).

En conclusié, no ha estat possible mutar les regions amb major tendéncia a
I'agregaci6 degut a que es troben enterrades als nuclis hidrofobics d’'ambdés dominis, pero
si s’ha pogut augmentar l'estabilitat i disminuir la tendéncia a l'agregacié mitjancant
I'elongacié de I'extrem C-terminal, completament exposat al solvent. Aquesta elongacid
s’ha realitzat amb residus conservats a l'alineament multiple, de tal manera que no

s’esperen problemes de immunogenicitat a '’hora de realitzar assajos in vivo.
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1. RESUM.

L’amiloidosi de cadena lleugera (AL) és causada per una aberrant secreci6é de
cadenes lleugeres d’'Igs (LC) lliures en circulacid, que agreguen formant fibres amiloides al
espai extracel-lulars d’organs vitals. Els dominis variables (Vi) de les LCs, estan sotmesos a
hipermutacions somatiques i, en el cas de pacients d’AL, aquestes mutacions provoquen la
desestabilitzacié de la molécula. Alguns autors relacionen aquesta pérdua d’estabilitat
amb una major tendéncia a formar fibres amiloides, causants del dany tissular
diagnosticat en I'AL, tot i aix0 encara cal aprofundir més en els mecanismes
amiloidogénics pels quals es formen aquests agregats, i en el paper dels intermediaris
oligomerics en la citotoxicitat. En I’AL, el 85 % del pacients presenten dimers de LCs lliures
en el plasma (proteines Bence-Jones), on els dominis Vi de dues cadenes LC s’associen
entre ells adoptant la interficie canonica dels dimers d’V.-Vu d’'Ig. Estudis previs indiquen
una alteraci6 conformacional de la interficie dimerica formada per cadenes LCs
amiloidogéniques, respecte la proteina germinal; un canvi conformacional que sembla ser
el responsable de 'amiloidosi d’AL.

En aquest capitol s’ha estudiat, mitjan¢ant I'iis de técniques espectroscopiques (CD,
fluorescéncia, i FTIR), les propietats termodinamiques del domini V. de la proteina
amiloidogénica AL-12, extreta d'una pacient d’AL, aixi com també del seus mutants
restauratius cap la sequiéncia germinal kI 018/08, amb una menor tendéncia a formar
fibres amiloides. Aquests resultats inicials, han de servir per a determinar la contribucié
d’una unica mutacid sobre '’estabilitat del domini V, i clarificar si existeix una correlacio
directa entre una menor estabilitat i una major tendencia a I'agregaci6 amiloide, una

relacié que encara comporta molta controversia entre els diferents autors.
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2. INTRODUCCIO.

L’amiloidosi de cadena lleugera (AL) és una de les moltes malalties
amiloidogéniques conegudes en humans, on la proteina precursora de la formacié de
fibres amiloides és una cadena lleugera (LC) d’Ig monoclonal (Ig). Normalment, dues
cadenes LC s’associen amb dues cadenes pesades (HC) per a formar I'heterotetramer d’Igs,
que sera secretat al plasma sanguini per actuar com a anticos monoclonal (mAb). Les
cadenes LC també poden ser secretades com a homodimers, conegudes com a proteines
Bence-Jones. En el cas d’AL, hi ha una secreci6 aberrant de dimers d’LC, degut a una
anormal proliferacié de cel-lules plasmatiques del moll de T'os, les encarregades de la
sintesi de LC. L’excés d’aquestes proteines lliures en el plasma esdevé amb la seva
agregacié en forma de fibres amiloides i deposicié a I'espai extracel-lular de molt drgans
vitals; aquesta deposicié progressa rapidament donant lloc a una insuficiencia organica i
mort del pacient.

Degut a que existeixen multiples seqiiencies germinals codificants per Igs, i la
hipermutabilitat somatica que aquestes pateixen per tal d’obtenir el gran espectre d’Igs
especifiques, I'AL és considerada una de les amiloidosi més complexes de controlar. Cada
pacient conté una dnica seqliéncia proteica, amb diferent grau amiloidogénic i lloc de
deposicié amiloide. En aquest sentit, es considera que certes mutacions no conservades
desestabilitzen el plegament natiu i desencadenen I’AL. Més que el nombre de mutacions
conservades o no conservades, seria la seva localitzacié dins la molécula la que tindria un
efecte significant sobre 'estabilitat proteica (Blancas-Mejia, Ramirez-Alvarado 2013).

Les cadenes LCs contenen dos dominis: un domini variable (Vi) i un domini
constant (Vy). Cada un d’aquests dominis adopta una estructura globular en barril-(, tipic
del plegament d’Igs, format per 9 cadenes-§ (A, B, C, C, C”, D, E, F, i G), empaquetades
antiparal-lelament, excepte les cadenes BA i BG que interaccionen de forma paral-lela. Dins
del domini Vi, els loops entre les cadenes-f B-C, C’-C”, i F-G, formen les regions CDR
(Complementary Determining Regions), responsables de I'especificitat i unié a I'antigen;
mentre que la resta de la proteina formen les regions FR (Framework Regions).

En I’AL, ha estat reportat que la majoria de pacients acumulen fibres amiloides
formades principalment per dominis V.. Per aquesta rad, gran part dels estudis de cadenes
LC tan sols inclouen aquest domini que, per la seva variabilitat, és el que pateix més
mutacions somatiques. A més, el 85% del pacients d’AL presenten dimers de LCs lliures en
el plasma (proteines Bence-Jones), on els dominis V.. de dues cadenes LC s’associen entre
ells adoptant la interficie candnica dels dimers d’'Vi-Vy d’Ig. Sovint, pero, aquests dimers
d’'Vy, adopten una alteracié conformacional de la interficie dimeérica, respecte la proteina

germinal; un canvi conformacional que estaria molt relacionat amb I'amiloidosi d’AL.
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En aquest capitol s’ha treballat amb la proteina AL-12, un domini variable d’Ig
implicat en I'’AL. La seva seqiiéncia (codi GenBank AF490912) deriva d’'una pacient de 64
anys amb diagnostic d’AL cardiaca, després de presentar simptomes de ronquera,
dificultat per empassar, perdua de pes, fatiga, insuficiéncia cardiaca, i dolor epigastric. La
superviveéncia després del diagnostic va ser de 10 anys, i la preséencia de fibres amiloides al
teixit cardiac va ser confirmada en la biopsia. Els nivells de cadenes LC lliures en el plasma
de la pacient no van ser assajats durant el procés patoldgic, pero van ser determinats més
tard, a partir del reservori de plasma congelat, obtenint un valor de cadenes k-LC lliures de
10.1 mg/dL, quan els valors normals es troben al voltant de 0.7 mg/dL. La proteina AL-12
té un 87 % d’identitat respecte la seva linia germinal kI 018/08, una de les més
representades en pacients d’AL; i conté 8 mutacions somatiques (Taula 3. 1), de les quals 7

mutacions no sén conservatives .

Taula 3. 1. Localitzacié de les mutacions somatiques del domini variable AL-12. En negreta es ressalten
les mutacions restauratives que han estat dissenyades i caracteritzades en aquest capitol.

Mutacid respecte . ..
Localitzacié

Kl 018/08

s30T CDR1 (loop BB-BC)

Y32H Cadena-BC/Interficie dimérica

S65R Cadena-BD/6-Hairpin

D70H Cadena-BE/ 8-Hairpin

ES1A Loop entre cadenes-B E-F

Q90E Cadena-BF/Interficie dimérica
CDR3 (loop BF-BG)

R /Interficie dimeérica

Y96Q Cadena-BG/Interficie dimérica

Les estructures cristal-lografiques de ’AL-12 i la kI 018/08 han estat obtingudes i
dipositades préviament (codi PDB 3DVF i 2Q20, respectivament) (Randles et al. 2009,
Baden et al. 2008b). La figura 3. 1-A mostra I'estructura de I'’AL-12 amb les respectives
mutacions, i la seva localitzaci6 dins la molécula es troba detallada a la taula 3. 1.

Tridimensionalment, sis de les vuit mutacions es troben properes entre elles i es
localitzen a la mateixa cara del barril-f (la mateixa que les regions de CDRs). D’aquestes
mutacions, dues formen part de CDRs, i quatre es localitzen dins la interficie dimerica,

formada per les cadenes-B C, C', FiG.
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Per solapament amb la proteina germinal kI 018/08 (Figura 3. 1-B), 'AL-12
adopta el tipic plegament dels dominis k-Vi d’Igs. Aixi, sembla que aquestes proteines
tenen una elevada tolerancia a les mutacions, en el sentit de mantenir el plegament

canonic.

B)
foop CDR3

kl O18/08

J 3 {{L ) Arg65

-

AIa-!H: Y )./ loop [iC-iC’

Figura 3. 1. Estructura cristal-lina de la proteina AL-12 i solapament amb la proteina germinal kI
018/08. A) Estructura cristal-lina de I’AL-12. Les 8 mutacions es troben representades en esferes grises i
marcades. B) Superposicié de I’AL12 (groc) i la proteina germinal kI 018/08 (blau) remarcant que ’AL-12
manté la interficie dimerica canonica, mentre que canvia la disposicié dels loops CDR3 i BC-BC’. Figura

adaptada de Randles, E.G. (2009).

Tot i I'aparent similitud amb la proteina germinal, 'AL12 presenta dues regions
loop subtilment desviades de I'estructura canonica. El loop entre les cadenes 3C-BC’, on es
localitza la Pro40, i la regi6 del CDR3, on es localitza la Pro95. A més, les mutacions en
I’AL-12 provoquen, directa o indirectament, la pérdua de certes interaccions intra-domini,
concretament entre les cadenes- A-B-E, i una orientacid diferent de cadenes laterals
localitzades a les cadenes-f C-F (Taula 3. 2). Un canvi conformacional que afecta a

I’estabilitat del domini.
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Taula 3. 2. Detall i localitzacié de les interaccions alterades o perdudes degut a les mutacions que conté

la proteina AL-12.

Interaccié perduda Tipus i Localitzacio
T5-Q24 Pont d’hidrogen. Cadenes- A-B
V19-175 Pont d’hidrogen. Cadenes-B B-E
121-T72 Pont d’hidrogen. Cadenes-f3 B-E

Q24-D70H Electrostatica. Cadenes-f3 B-E

Préviament als resultats exposats en aquest capitol, es va estudiar la correlacié
entre I'estabilitat de I'’AL-12 i la formaci6 de fibres amiloides (Sikkink, Ramirez-Alvarado
2008). En aquest estudi es conclou que la forga ionica no afecta a I’estructura secundaria
del domini, perd augmenta significativament la seva estabilitat termodinamica i accelera la
cinética de formacié amiloide, escurcant la fase de nucleaci6. Aixd demostra, un cop més,
que l'estabilitat i la tendencia a l'agregaci6 no sempre es troben directament
correlacionats (Cerda-Costa et al. 2009).

Els experiments i resultats exposats en aquest capitol de la Tesi Doctoral, han estat
realitzats en col-laboracié i durant I'estada de tres mesos al Laboratori de Protein
Misfolding, dirigit per la Dra. Ramirez-Alvarado, M., de la Clinica Mayo (Rochester, US). A
partir dels experiments realitzats préviament per Sikking, L.A. i Randles, E.G. s’ha
continuat l'estudi el domini V. amiloidogenic AL-12. Mitjangcant tecniques
espectroscopiques, com ara CD i fluorescéncia, s’ha fet una comparacié termodinamica
entre el domini Vi, AL-12 i els quatre mutants restauratius H32Y, R65S, H70D i Q96Y. Per
FTIR, s’ha seguit la via d’agregaci6 del domini AL-12 i les seves variants, per tal de
extraure’n els principals canvis conformacionals que pateix la proteina nativa. Aquests
resultats inicials han de servir per a determinar la contribuci6é d’'una dnica mutaci6 sobre
I'estabilitat del domini Vi, i clarificar si existeix una correlacié directe entre una menor

estabilitat i una major tendéncia a I'agregaci6 amiloide.
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3. MATERIALS I METODES.

3.1. Mutagenesi Dirigida.

Els mutants restauratius de 'AL-12 (H32Y, R65S, H70D i Q96Y) han estat generats
emprant el kit de mutagénesi dirigida Quikchange® Multi Site-Directed Mutagenesi Kit
(Agilent). El gen de la proteina AL-12, de 324 pb, ha estat préviament clonat dins del
vector pET-12a (Sikkink, Ramirez-Alvarado 2008). A diferencia d’altres metodes, aquest
kit utilitza tan sols un unic encebador que conté el canvi nucleotidic, el qual es traduira en
el canvi d’aminoacid desitjat, i que hibrida sobre un DNA plasmidic de cadena senzilla (ss-
DNA).

Els encebadors dissenyat i emprat per a cada un dels mutants sén segiients:

Mutant H32Y:

- Parental 5’GGACATTACCAACCATTTAAACTGGTATCAGCAAAAACC 3’
- H32Y-d 5'GGACATTACCAACTATTTAAACTGGTATCAGCAAAAACC?3’

Mutant R65S:

- Parental 5GGTTCAGTGGGCGTGGATCTGGGACACATTTCAC 3’
- R65S-d 5'GGTTCAGTGGGAGTGGATCTGGGACACATTTCAC 3’

Mutant H70D:

- Parental 5GGATCTGGGACACATTTCACTTTCACCATCAGCAGC 3’

- H70D-d 5'GGATCTGGGACAGATTTCACTTTCACCATCAGCAGC 3’

Mutant Q96Y:
- Parental 5’ GGACATTACCAACCATTTAAACTGGTATCAGCAAAAACC3’

- Q96Y-d 5 GGACATTACCAACTATTTAAACTGGTATCAGCAAAAACC3Z’

Tal i com es detalla a I'apartat 2.1 de Materials i Métodes Generals, la reacci6 i el
cicle de PCR, la digesti6 amb l'endonucleasa Dpnl, i la transformacié a les cél-lules
competents XL-Gold, s’ha realitzat tal i com indica el protocol del kit de mutagénesi. Les
seqliencies de DNA mutant han estat comprovades pel Servei de Seqiienciacié de DNA de

la Clinica Mayo (USA).
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3.2. Expressio heterologa de 'AL-12 i mutants restauratius.

La soca d’E.coli emprada per a I'expressio intracel-lular del domini variable AL-12 i
els seus mutants restauratius H32Y, R65S, H70D i Q96Y, ha estat la BL21so0l(DE3),
mitjancant el vector d’expressié pET-12a veure apartats 3.1 i 3.4 de Materials i Metodes
Generals).

Per a I'expressi6 del domini variable AL-12 i els seus mutants restauratius s’ha

seguit el segiient protocol:

1. Transformaci6 de les cel-lules competents soluBL21(DE3) amb DNA vector pET-12a::AL12,
seguint el protocol explicat a I'apartat 2.2. de Materials i Métodes.

2. Picar una colonia en 80 mL de medi 2xYT liquid suplementat amb I'antibiotic Amp (seleccié
del vector).

3. Incubar maxim 15 h en agitaci6 forta (250 rpm) a 37 °C, per promoure un cultiu saturat.

4. Inocular, en un volum final d’ 0.5 L, 30 mL de cultiu saturat en medi 2xYT amb Amp, i
incubar a les mateixes condicions anteriors fins arribar a una DOgoo de 0.6-0.8. (Per a
obtenir suficient quantitat de proteina, normalment s’han expressat 2 erlenmeyers de 2 L
amb 0.5 L de LB per erlenmeyer).

5. Disminuir la temperatura del incubador a 30 °C i induir I'expressi6 amb 0.8 mM d’IPTG per

L de cultiu. El temps d’inducci6 és de maxim 15 h a 30 °C, en agitaci6é constant de 200 rpm.
3.3. Purificacio proteina periplasmatica soluble.

De I'expressio, s’ha purificat la proteina AL-12 i els mutants R65S, H70D i Q96Y
(12.6 kDa) de la fraccié periplasmatica soluble mitjancant cromatografies de bescanvi
ionic i d’exclusié molecular.

Un cop s’ha recuperat l'extracte cel-lular (veure apartat 3.5.2 de Materials i
Métodes Generals), s’ha prosseguit amb el protocol de rentat i recuperacié de la fracci6
periplasmatica, el qual no requereix llisar les cél-lules ja que les proteines del periplasma

s’alliberen per xoc osmotic, mantenint la membrana cel-lular practicament intacte.

1. Resuspendre el pellet de cel-lules amb 200 mL de Tamp6 de Resuspensié (Tris/HCl 10 mM,
pH 8.7, préviament refredat a 4 °C) per L de cultiu expressat, fins a ser totalment homogeni.

2. Centrifugar a 43700 g durant 40 min a 4 °C, per a separar la fracci6 cel-lular de la
periplasmatica soluble.

3. Recuperar el sobrenedant per decantacid i descartar el pellet de cel-lules.

4. Concentrar la mostra fins a uns 150 mL.

Dialitzar la mostra a Tamp6 d’Uni6 de AEX. (Tris/HCl 10 mM, pH 8.7).

186



V-Capitol 3 Materials i Métodes

3.3.1. Cromatografia de bescanvi anionic.

Per al primer pas de purificaci6 del domini variable AL12 i els seus mutants, s’ha
emprat una columna de bescanvi anionic (AEX) Resource Q-6mL (GE Healthcare) (veure
apartat 3.6.2 de Materials i Metodes Generals) Els tampons utilitzats per a la

cromatografia sén els segiients:

- Tamp6 d’Unio i de Rentat (A): Tris/HCl 10 mM, pH 8.7.
- Tampo6 d’Eluci6 (B): Tris/HCI 10 mM, NaCl 1M, pH 8.7.

El pl de la proteina és de 6.7, al utilitzar un tampé a pH 8.7, la mostra estara
carregada negativament i interaccionara amb la reina positiva. Per a I'elucié de proteina,
s’ha utilitat un gradient lineal amb un increment de la for¢a ionica de A 35% B/12 VC (o
be, A 0.5% B/mL). La capacitat d'uni6 de la columna és de 480 mg (Lisozim, 14.5 kDa), per
tant, el volum de mostra injectat dependra de la quantitat de proteina en ella.

El protocol seguit per a realitzar I’AEX és el seglient:

1. Rentar la columna amb 10 VC d’aigua Milli-Q per tal d’eliminar I'’etanol emprat per a la seva
conservacié a 4 °C.

2. Equilibrar la columna amb 5 VC de tamp6 A.

3. Filtrar la mostra un filtre PVDF de 0.45 pum i injectar-la, via loop de 50 mL, a un flux
constant de 2 mL/min.

4. Rentar la columna amb 5 VC de tamp6 A, per a tal d’eliminar completament la fraccié de
proteina no unida a columna.

5. Aplicar un gradient d’elucié de A 35% B/12 VC, a un flux constant de 1 mL/min, fins arribar
al 100% d’aquest tamp6. Recol-lectar fraccions d’1 mL.

6. Rentar la columna a 100% de tampé B durant un 1 VC, a un flux constant de 2 mL/min, per
acabar d’eluir tota la fraccié de proteina unida.

7. Reequilibrar la columna passant del 0% al 100 % de tamp6 A amb 2 VC, a un flux constant
de 2 mL/min.

8. Dialitzar la mostra a tampé de SEC (tamp6 PBS, pH 7.4).

3.3.2. Cromatografia d’exclusié molecular.

En I'altim pas de purificacié de 'AL-12 i els seus mutants, s’ha emprat la columna
d’alta resoluci6 HiLoad 26/60 Superdex 75 (GE Healthcare), amb un rang de
fraccionament de 3:103-7-104 Da (veure apartat 3.6.3.1 de Materials i Metodes Generals).
Per a la SEC, cal que totes les proteines parteixin del mateix punt inicial, per evitar un

desfasament de la mostra al iniciar la cromatografia, la capacitat maxima de mostra a
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carregar és de 10mL, volum relatiu al diametre de la columna. El tamp6 usat per a la

cromatografia ha estat el tampé PBS, pH 7.4.

El protocol usat per la SEC, expressat en volums de columna (1 VC = 360 mL), és el

seguent:

Rentar la columna amb minim 1 VC d’aigua Milli-Q per tal d’eliminar I'etanol emprat per a
la seva conservaci6 a 4 °C.

Equilibrar la columna amb minim 1 VC de tampé PBS, pH 7.4.

Filtrar la mostra un filtre PVDF de 0.45 pm i injectar-la, via loop de 10 mL, a un flux
constant de 2 mL/min.

Eluir la mostra amb minim 1 VC de tamp6 PBS, pH 7.4, i recol-lectar-la en fraccions de 2
mL.

Rentar la columna amb minim 1 VC d’aigua Milli-Q i conservar la columna a 4 °C en etanol
al 25%.

Dialitzar la mostra a tamp6 final (Tris/HCl 10 mM, pH 7.4).

Concentrar la mostra fins a un minim de 0.24 mg/mL, necessaria per als experiment
posteriors.

Aliquotar en eppendorfs d’1 mL, congelar amb N2-liquid i guardar a -20 °C.

3.4. Purificacié proteina citoplasmatica insoluble.

A diferencia de les altres proteines, la major part de la proteina mutant H32Y es

troba a la fraccié citosolica insoluble, la qual s’ha purificat emprant les mateixes

cromatografies descrites anteriorment, després d’haver estat solubilitzada.

3.4.1. LLisi Cel-lular.

Per tal de recuperar la fraccié citosolica, s’ha segut el segiient protocol de lisis

cel-lular:
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Resuspendre el pellet de cél-lules amb Tamp6 de Llisi (Tris/HCI 10 mM, pH 8.7,
préviament refredat a 4 °C), a una relaci6 de 6 mL de tampd per gram de pellet,
fins a ser totalment homogeni.

Sotmetre les cel-lules a 3 cicles de congelacié amb N»-liquid i descongelaci6 a 37 °C.
Sonicar la solucié mitjancant 6 cicles de 45 seg, a poténcia 9 i una frequiéncia del 50
%, mantenint la mostra sempre en gel i reposant 3 min entre cicles.

Centrifugar a 43700 g durant 40 min a 4 °C, per a separar la fracci6 total soluble de
la insoluble.

Descartar el sobrenedant per decantacié i mantenir el pellet en gel.
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3.4.2. Solubilitzacié de la fraccio proteica insoluble

Tot i que part de la proteina expressada es troba en la fracci6 citosolica soluble, el
rendiment obtingut de purificar aquesta fracci6 és baix. Per tant, s’ha optat per a
recuperar tan sols la fraccié insoluble. Per a fer-ho, es resuspén el pellet amb 10 mL de
Tampé de Solubilitzacié (Urea 6 M en Tris/HCl 10 mM, pH 8.7, préviament refredat a 4 °C)
per L de cultiu expressat, fins a ser practicament homogeni. El pellet s’acaba de
resuspendre per agitacié orbital a 4 °C durant minim 2 h. A continuacié es centrifuga a
43700 g durant 40 min a 4 °C, per a separar la fraccié solubilitzada de la insoluble, es

recupera el sobrenedant per decantacio.

3.4.3. Replegament per dialisi de la fraccié proteica insoluble.

A diferencia del replegament gota a gota fet en altres purificacions (com per
exemple de I'scFv-h3D6), en aquest cas el replegament de la proteina és realitzat
directament per dialisi cap al tamp6 Tris/HCl 10 mM, pH 8.7, a 4 °C. Un cop replegada, la
proteina és purificada seguint el mateix protocol descrit anteriorment, mitjancant la

cromatografia AEX i de SEC.

3.5. Determinacio de I’estructura secundaria i terciaria de ’AL-12 i mutants.

Pel que fa als fonaments de les tecniques descrites a continuacié (espectroscopia
de CD, de fluorescencia i de infraroig), es troben detallats a I'apartat 4 de Materials i

Meétodes Generals.

3.5.1. Espectre CD al UV-llunya.

Per a obtenir 'espectre de CD d’estructura secundaria de ’'AL12 i el seus mutants
s’ha utilitzat I'espectrofotopolarimetre Jasco J-715, tal i com es va fer per I'scFv-h3D6
(veure Capitol 1). La concentracié experimental de proteina ha estat de 20 uM (0.24
mg/mL), disposada en una cubeta de quars de 0.2 cm. Per a mesurar I'espectre de 260 a
190 nm, s’han enregistrat 20 acumulacions a una velocitat de 50 nm/min, una resposta de
2 seg, una amplada de banda d'1 nm, i una resoluci6é de 0.1 nm. L’espectre del plegament
natiu de I'scFv ha estat determinat a 25 °C; mentre que per ’AL12 i mutants, ha estat a 4
°C. A més, s’ha registrat I'espectre de l'estat desplegat (a 90 °C) i de retorn a la
temperatura inicial, per tal de determinar si la desnaturalitzacié téermica de la proteina és

reversible o no.
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3.5.2. Espectre de fluorescéncia del residu de triptofan.

Per a obtenir I'espectre de fluorescéncia de '’AL12 i el seus mutants s’ha utilitzat el
fluorimetre Varian Cary Eclypse, tal i com es va fer per I'scFv-h3D6 (Capitol 1). La
concentracié experimental de proteina ha estat de 20 pM (0.24 mg/mL), disposada en una
cubeta de quars d’1 mL. La longitud d’ona d’excitacié ha estat de 290 nm, enregistrant
I'espectre d’emissié de 310 a 410 nm, prenent 5 acumulacions a una velocitat de 600
nm/min, amb una obertura d’emissi6 i d’excitacié de 5 nm, i una resoluci6 de 1 nm. A
diferencia de I'espectre del plegament natiu de I'scFv-heD6, que va ser adquirit a 25 °C;
per I'AL12 i mutants 'adquisici6 ha estat a 4 °C. També s’ha registrat 'espectre de l'estat
desplegat (a 90 °C) i, tornant a la temperatura inicial, s’ha determinat si la
desnaturalitzaci6 termica de la proteina és reversible o no. El maxim de fluorescencia de

'estat natiu s’ha utilitzat posteriorment per les desnaturalitzacions termiques i quimiques.

3.5.3. Desnaturalitzacié termica per fluorescencia i CD.

La desnaturalitzacié termica s’ha seguit per espectroscopia de CD al UV-llunya i
per fluorescéncia dels residus de triptofan (fluorimetre Varian Cary Eclypse), a una
concentracié d’AL-12 de 20 uM, disposada en una cubeta de quars d’1 mL. Els experiments
s’han registrat des de 4 °C a 90 °C, a una velocitat de 1 °C/min, seguint la el-lipticitat a 218
nm, i la fluorescéncia del triptofan a 338 nm (longitud d’ona d’excitaci6 a 290 nm, i una
obertura de les finestres d’excitacid i d’emissié de 5 nm). Durant la desnaturalitzacio, per
CD i fluorescencia, es van enregistrar els espectres a 25 °C, 90 °C i, tornant a refredar la

mostra a 25 °C.

3.5.4. Desnaturalitzacié quimica per fluoresceéncia.

Per a la desnaturalitzacié quimica d’AL12 i els seus mutants, s’han preparat
concentracions creixents d'urea en tamp6 Tris/HCl 10mM, pH 7.4 (de 0 a 6 M, cada 0.15
M). A cada un dels punts s’hi ha afegit 100 ul de proteina a 22 uM, obtenint una
concentracié final de 2 pM en un volum de 1.1 mL. Un cop les mescles han estat
equilibrades a 4°C durant unes 15 h, s’ha enregistrat I'espectre d’emissié de fluorescencia,
de 310 a 410 nm, de cada una de les mostres. Els parametres de lectura han estat els

mateixos que els descrits a I'apartat 3.6, augmentant la resoluci6 a 0.3 nm.

3.5.4.1. Obtencio6 dels parametres termodinamics.

Per a determinar el maxim d’emissié a cada concentracié d’urea, s’ha fet un ajust

polinomic de tres parametres utilitzant el programa OriginLab. Els maxims obtinguts s’han
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representat en funcid de la concentracié d’urea a cada mostra; la concentraci6 final d’'urea
ha estat verificada mitjangant un refractdometre manual. Els parametres d’equilibri de
desnaturalitzacié s’han calculat, per a cada concentracié d'urea, segons '’equacié de dos

estats seguent:

f=Fn+Fu-k/(1+k)
on, Fn=a+ (b -x);Fu=c+(d -x);k=e@ /R AG=6-m-x

i on la dependencia de la fluorescéncia intrinseca a l'estat natiu (Fn) i al desplegat
(Fu), sobre 'augment de la concentracié de desnaturalitzant (x), és tinguda en compte en
termes de b-x i d-x, respectivament (aproximaci6 lineal). D’aquesta manera, s’han obtingut
els valors de [D]soy (concentracié de desnaturalitzant en la qual el 50 % de la proteina es
troba desplegada), de AGn.u (energia lliure de plegament), i el valor de my.y (diferencia en

'accessibilitat al solvent entre I’estat natiu i el desplegat).

3.6. Estudi d’agregaci6 de I’AL12 i mutants per FTIR.

Per a I'estudi d’agregacié de domini AL12 i els seus mutants, les mostres han estat
dialitzades enfront Tris/HCl 10 mM-D,0, pD 7.4, a una concentracié de 200 uM (2.4
mg/mL). Shan obtingut els espectres d’infraroig a 4, 40, 50, 55 i 60 °C, temperatures
extretes a partir de les corbes de desnaturalitzaci6 termica. Per a I'obtencié dels espectres
s’ha emprat I'espectrometre Varian Resolutions Pro, registrant 'espectre de 4000 a 400
cm-l, a una velocitat de 95 cm-1/min, una resolucié de 2 cm, i fent la mitjana de 1000
acumulacions. L’espectre va ser corregit contra el soroll de fons (o background), i restant
el senyal del tampd i del vapor.

El tractament de dades i la deconvolucié de la banda d’amida I’ s’ha realitzat usant
el software GRAMS (Thermoscientific).La deconvolucid, sobre una corba Lorentziana, s’ha
obtingut usant una amplada de banda de 17 i un factor K de 2.2, en apoditzacié de tipus
Bessel. Els ajustos de les bandes sobre 'espectre deconvolucionat s’han realitzat sobre una

corba Gaussiana. Les dades finals, s’han expressat en tant per cent d’estructura secundaria.
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4. RESULTATS.

4.1. Estructura secundaria de I’AL-12.

L’espectre de CD al UV-llunya del domini AL-12 natiu, a 4 °C, mostra un minim a
216 nm i un maxim a 200 nm, que correspon a I'estructura secundaria en fulla-f tipica del
plegament d’Igs (Figura 3. 2-A). A més, conté un segon minim, a 235 nm, degut a la
contribuci6 a l'espectre dels residus aromatics de la proteina (Sreerama, Venyaminov &
Woody 1999). A 90 °C es perd el minim a 235 nm, mentre que el senyal del minim a 216
nm augmenta, adoptant l'espectre tipic de fulla-f canonica. Que a l'espectre també
aparegui el minim a 208 nm, fa entendre que part de I'estructura es troba en random-coil,
tal i com ha estat descrit per a altres dominis Vi, (McLaughlin et al. 2006). Aquest resultat
indica que es manté certa estructura secundaria a I'estat desnaturalitzat. L’espectre de
renaturalitzacié obtingut al retornar a 4 °C, indica que el desplegament parcial de
I'estructura secundaria per temperatura de ’AL-12 és reversible practicament al 100 %,
tal com s’ha reportat préviament per a la proteina germinal kI 018/08 i altres dominis V.,

amiloidogeénics (Baden et al. 2008b).
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Figura 3. 2. Estructura secundaria i exposicié deL W35 de I'AL-12 a diferents temperatures. A) Espectre
de CD al UV-llunya. L’espectre a 4 °C (vermell) mostra dos minims d’el-lipticitat (216 nm i 237 nm), i un maxim
a 200 nm. Als 90 °C (blau) es perd el minim a 237 nm i apareix un minim a 208 nm, indicant part d’estructura
en fulla-B canonica i part en random-coil. L'espectre de renaturalitzaci6 (verd) indica que el desplegament
parcial de I'estructura secundaria és reversible. B) Espectre de fluorescéncia del residu W35. A 4 °C (vermell)
el maxim d’emissi6 del triptofan natiu es localitza a 340 nm, mentre que a 90 °C (blau) es desplaga cap a 355
nm, indicant que el W35 es troba completament exposat al solvent i, per tant, que I'estructura terciaria nativa

s’ha perdut. L’espectre de renaturalitzaci6 (verd) indica que el desplegament del domini és irreversible.

193



V-Capitol 3 Resultats

Per fluorescéncia de I'inic residu de triptofan de la seqiiencia de I'’AL-12 (BC-
Trp35), s’han registrats els canvis a nivell d’estructura terciaria sota pertorbacié térmica.
El fet que tan sols hi hagi un triptofan, permet tenir en compte tant els canvis d’intensitat
de fluorescencia com el desplacament del maxim d’emissi6. El maxim d’emissié de
fluorescéncia de I'estat natiu (4 °C) es localitza 340 nm (Figura 3.2-B) i, a 90 °C, aquest es
desplaca cap al vermell, fins situar-se a 355 nm, indicant una completa exposici6 al solvent
del residu Trp35 (Vivian, Callis 2001). Pel que fa a la renaturalitzacié del domini al
retornar a 4 °C, el senyal recupera el maxim d’emissié a 340 nm perd la intensitat és molt
més alta, més inclis que la de l'estat desnaturalitzat a 90 °C. Per tant, mentre que
I'estructura secundaria sembla reversible, I'estructura terciaria de I'’AL-12 no retorna a

I'estat natiu.

4.1.1. Estructura secundaria dels mutants restauratius.

De la mateixa manera que ’'AL-12, s’ha analitzat per CD i fluorescéncia, I'estructura
secundaria i terciaria dels mutants restauratius H32Y, R65S, H70D i Q96Y.

Els mutants H32Y, R65S i H70D mostren un espectre de CD molt semblant a I'AL-
12, tant a 4 °C com a 90 °C. Concretament, el mutant R65S guanya en estructura
secundaria (minim a 216 nm), mentre que el mutant H70D manté la mateixa senyal que
I’AL-12 (Figura 3. 3-A, B). Pel que fa al mutant H32Y, sembla que perd senyal de fulla-3
nativa (minim a 216 nm), pero encara manté el plegament d’Igs (Figura 3. 3-D). En canvi,
el mutant Q96Y perd el minim a 237 nm indicant que a la conformacié nativa el Trp35 esta
col-locat de manera diferent a la resta de mutants, a més de que es desplaca el minim de
216 nm cap a 218 nm (Figura 3. 3-C). Pel que fa a la reversibilitat a nivell d’estructura
secundaria, el mutant H70D recupera practicament el plegament natiu, mentre que el
Q96Y ho fa perd amb menor intensitat de senyal, i els mutants R65S i H32Y sén

irreversibles, mantenint 'espectre de I'estat desnaturalitzat amb un senyal inferior.
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Figura 3. 3. Estructura secundaria dels mutants restauratius d’AL-12. Tots quatre mutants mantenen
I'estructura secundaria tipica d’Igs. A) Mutant R65S. B) Mutant H70D. C) Mutant Q96Y. D) Mutant H32Y.

Vermell: estat natiu a 4 °C, blau: estat desnaturalitzat a 90 °C, verd: estat renaturalitzat al retornar a 4 °C.

L’emissié de fluorescencia dels mutants H32Y, H70D i R65S es comporta de la
mateixa manera que a ’AL-12 (dades no mostrades), amb el desplacament del maxim
d’emissié de 340 a 355 nm, degut a I'exposici6 al solvent del residu triptofan, i 'augment
de la intensitat. Tal i com s’ha observat per CD, I'estat natiu del mutant Q96Y descriu un
espectre de fluorescéncia diferent al WT i la resta de variants. A 4 °C ja presenta una
elevada intensitat de senyal, major inclis que l'espectre renaturalitzat, i el maxim
d’emissi6 és troba desplacat cap al vermell, dada explica la posici6 alterada i més exposada
del residu Trp35 del mutant Q96Y respecte al de ’AL-12 i la resta de mutants (Figura 3. 4).

Cap dels mutants tampoc recupera I'estructura terciaria nativa al replegar a 4 °C.
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Figura 3. 4. Espectre de fluorescéncia del residu Trp35 del mutant Q96Y. A 4 °C (vermell) el maxim
d’emissi6 del triptofan es troba desplagat cap al vermell respecte el maxim tipic del estat natiu, a 340nm, i la
intensitat de fluorescencia és major que I’AL-12 i la resta de mutants, indicant que el residu Trp35 inicialment
ja té un cert grau d’exposicio. A 90 °C (blau) el maxim s’acaba de desplagar fins els 355 nm, indicant que el
Trp35 es troba completament exposat al solvent i, per tant, que l'estructura terciaria nativa s’ha perdut.
L’espectre de renaturalitzacid (verd) indica que el desplegament del domini és irreversible, i per seva la menor

intensitat, diferent a |’estat natiu.

4.2. Desnaturalitzacio6 térmica de ’AL-12.

Per tal d’aprofundir en la transicié conformacional induida per temperatura de
I’AL-12, s’ha monitoritzat la desnaturalitzacidé térmica per CD i fluorescéncia. L’el-lipticitat
en el minim a 216 nm comenca a decréixer a partir dels 40 °C, on el plegament guanya
contingut en fulla-f (figura 3. 5-A), i el senyal s’estabilitza en arribar als 55 °C. Tal i com
s’ha comentat més amunt, I'estat desnaturalitzat és reversible. La transicié6 térmica
obtinguda indica un procés d’agregacié en fulla-f3 de la proteina AL-12, dada que concorda
amb la corba de desnaturalitzaci6 seguida per fluorescencia (Figura 3. 5-B). El maxim
d’emissié a 340 nm, augmenta el seu senyal a partir dels 40 °C, la mateixa que per CD,
arribant al maxim d’emissié als 55 °C, i partir d’aqui el senyal decreix, sense arribar a la
mateixa que I’estat natiu.

L’'increment de la fluorescencia per temperatura, indica una transicié
conformacional a nivell d’estructura terciaria, on sembla que el plegament globular de la
molécula perd part del seu empaquetament natiu per assolir un estat intermediari, a 55 °C,

que sera precursor de 'agregacio en fulla-f3 ordenada o amiloide.
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Figura 3. 5. Desnaturalitzacié termica AL-12. A) Per CD s’ha seguit el canvi d’el-lipticitat del minim a 216
nm (vermell), el qual, a partir de 40 °C comenga una transicié conformacional guanyant en estructura-f, el
senyal s’estabilitza als 60 °C. La senyal de renaturalitzacié (blau) mostra la reversibilitat de l'estructura
secundaria. B) Per fluorescéncia del residu Trp35, s’ha seguit I'evolucié del maxim a 340 nm (vermell), el qual
passa per una transicié conformacional als 55 °C. L’estructura terciaria no recupera el senyal del estat natiu al

renaturalitzar (blau).

4.2.1. Desnaturalitzacio termica dels mutants restauratius.

Al comparar el comportament de I’AL-12 amb els seus mutants restauratius, veiem
que tots ells guanyen senyal d’el-lipticitat a 216 nm al augmentar la temperatura, seguint
el mateix patr6 d’agregacio, enlloc de desplegament, que ’AL-12 (Figura 3. 6-A).

Els mutants R65S i Q96Y, inicien la transicié conformacional més tard que ’'AL-12,
als 45 i 47 °C, respectivament. Pel que fa als mutants H70D i H32Y, inicien la
reestructuraci6 de la fulla-f nativa a partir dels 38 i 25 °C, indicant que ambdues
mutacions han desestabilitzat el plegament natiu, sobretot pel que fa a 'H32Y, que varia
fins a 15 °C respecte el WT, i que el seu espectre de CD a 4 °C ja donava menys senyal
inicial (Figura 3. 3-D).

La particularitat del plegament natiu del mutant Q96Y fa dificil la seva comparacio
directe amb el WT, ja que inicialment presenta una estructura secundaria i terciaria
alterada (Figura 3. 3-C i 3. 4). De la mateixa manera, la desnaturalitzacié térmica també
mostra aquesta alteracié, on la intensitat del maxim a 340 nm és molt major que a la resta
de proteines, fet que corrobora un cert desempaquetament inicial de I’estructura globular;
com també la major exposici6 al solvent del W35 en el espectre natiu a 4 °C (Figura 3. 4). A
més, la transicié que descriu per desnaturalitzacié térmica mostra un punt d’inflexié als 60

°C, i que ve seguit per una perdua de senyal de la nova estructura-f3 adquirida, que
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s’estabilitza a partir dels 70 °C. Aix0 podria explicar-se com que el mutant Q96Y parteix
d’un estat de plegament diferent a la resta, que directament comenga a agregar sense patir
una obertura de la molecula, perd a continuacié també reorganitza per donar lloc a

'agregat final, passant per un estat intermediari als 60 °C.
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Figura 3. 6. Desnaturalitzacié térmica dels mutants restauratius d’AL-12. A) Desnaturalitzaci6é térmica
seguida per CD, seguint els canvis d’el-lipticitat del minim a 216 nm. B) Desnaturalitzaci6 térmica seguida per

el canvi de intensitat de fluorescéncia a 340 nm.

Pel que fa a la transici6 seguida per fluorescencia, tots els mutants despleguen
abans d’agregar, excepte el cas especial del mutant Q96Y (Figura 3. 6-B), passant per un
estat intermediari precursor de I'agregacié. En consonancia amb el CD, el mutant R65S
assoleix 'estat intermediari més tard que el WT (58 °C pel mutant i 55 °C per 'AL-12), per
tant tindria menys tendéncia a l'agregacid; mentre que I'H70D i el H32Y formen
I'intermediari més aviat, a 50 i 40 °C, respectivament, corroborant la desestabilitzaci6 del
seu plegament. L’'H32Y, a part d’agregar molt més rapid que la resta de mutants, mostra
una transicié molt poc cooperativa, tal com indica I'amplada del senyal de la transicié

conformacional per fluorescéncia.
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4.3. Estabilitat termodinamica de I’AL-12.

Aixi com la desnaturalitzacié térmica dels diferents dominis variables de 'AL12
mostra un procés d’agregacié passant per un estat intermediari, la desnaturalitzacié
quimica, mitjan¢ant urea, dona lloc a una corba de desplegament del estat natiu seguint un
procés de dos estats, sense poblar cap intermediari a la via de plegament (Figura 3. 7-A), i
que és reversible per a tots els mutants (dada no mostrada). A 3 M d’urea I'AL-12 assoleix
un estat de plateau als 355 nm, associat al desplegament de la proteina on el Trp35 es
troba totalment exposat al solvent, i que indica que la estructura terciaria del domini és
perd completament en aquesta concentracié d’'urea. La desnaturalitzaci6 quimica, ha
permeés determinar els parametres termodinamics del procés de plegament de 'AL-12 a
partir de la corba de desplacament del maxim d’emissié a diferents concentracions d’urea.
L’ajust de la corba d’'urea sobre 'equacid de dos estats es troba representat a la taula 3. 3.
L’energia lliure de plegament en aigua (AGn.y) del domini AL-12 és de -18.50 + 0.84 K]J-mol-
1, El valor de mn.y, el qual reflexa la diferencia d’accessibilitat al solvent entre I'estat natiu i
el desplegat, és de 7.95 + 0.33 KJ-mol-1-M-1. La concentracié d’'urea en la qual el 50 % del
domini es troba desplegat, [D]so%, és de 2.33 M.

Ha estat descrit préviament, que la proteina germinal kI 018/08, menys
amiloidogénica que la AL-12, té un valor de AGn.y de -25.60 * 0.23 K]-mol-, i una [D]soy de
3.98 M (el valor de mn.y no ha estat detallat) (Baden et al. 2008b). Per tant, 'AL-12 mostra
una desestabilitzacié significativa del seu estat natiu, possiblement degut a les 7 mutacions
no-conservatives que conté la seqiiencia germinal, i que algunes d’elles podrien estar
relacionades amb la major capacitat amiloidogénica de la proteina, tot i que no alteren la

interficie dimerica del dimer V..

Taula 3. 3. Ajust, sobre un model d’equilibri de dos estats, de la corba de desnaturalitzacié quimica de
I’AL-12 i els seus mutants restauratius. N = estat natiu, U = estat desplegat. *Dades previament
reportades per Baden, E.M. (2008).

Proteina (KJA-ng;;'l) (KJ-mn;’::;J-M'l) “(313/?))%
AL-12 118.50+0.84 7.95+0.33 2.33
R65S 117.99+0.91 7374035 2.44
H70D 112.37 +0.70 7.83+0.34 1.58
Qo6Y 111.69 % 0.85 5.33+0.33 219
H32Y -7.86 £0.36 6.19+0.16 1.27

kl 018/08* -25.60+0.23 : 3.98 £ 0.07
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Figura 3. 7. Desnaturalitzacié quimica per urea de ’AL-12 i els seus mutants restauratius. El maxim de
fluorescéncia del residu Trp35 (340nm) és representat en funcié de la concentracié d’urea, i tenint en compte
la fracci6 de proteina plegada. L’ajust sobre un model de dos estats es troba representat per una linia a cada
grafica. A) AL-12, B) R65S, C) H70D, D) Q96Y, E) H32Y, F) Comparaci6 dels diferents ajustos obtinguts per AL-
12 (negre), R65S (vermell), H70D (verd), Q96Y (groc) i H32Y (blau).
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4.3.1. Estabilitat termodinamica dels mutants restauratius.

Pel que fa a I'estabilitat del diferents mutants restauratius, el resultat més notable
és la restauracié del residu arginina cap a serina R65S (Figura 3. 7-B, F/Taula 3. 3). Amb
aquesta mutacié simple, I’AL-12 augmenta una mica el valor de [D]soy (0.11 M); tot i que el
valor de AG.y és poc més baix que ’AL-12 (0.5 KJ-mol-1).

Tal i com ja s’ha vist per desnaturalitzacié termica (Figura 3. 6), els dos mutants de
residu histidina (BC-H32 i BD-H70) desestabilitzen la molecula. L’'H32Y (Figura 3. 7-E,
F/Taula 3. 3) desestabilitza totalment la molécula (AGy.y = -7.86 * 0.36 KJ-mol-1), fet que
indica que aquest residu juga un paper important en el plegament i compactacié del
domini. Com també afecta a la solubilitat de la molecula, ja que és I'inic mutant que s’ha
purificat de la fracci6 citosolica insoluble. L'H70D (Figura 3. 7-C, F/Taula 3. 3), en menor
mesura, també disminueix el valor de AGny (-12.37 £ 0.70 KJ-mol1). En consonancia,
ambdés mutants sén els que presenten uns valors de [D]soy més baixos (1.58 i 1.27 M,
respectivament).

Pel que fa al mutant Q96Y (Figura 3. 7-D, F/Taula 3. 3), i el seu comportament
particular, obté un valor de AGy.y de -11.69 * 0.85 KJ-mol!; que el seu valor de my.y sigui
el més baix de tots els mutants, 5.33 + 0.33 K]-mol-1-M-, indica que ja I'estat natiu no
adopta un plegament compacte, deixant exposades al solvent certes regions que haurien
de trobar-se enterrades. Aquest fet explica la corba de desnaturalitzacié termica seguida
per fluorescéncia, on directament comenga a agregar sense necessitat de desplegar la

molécula.

4.4. Estudi de I'agregacio de 'AL-12 per FTIR.

La tecnica de FTIR és la més adequada per estudiar els canvis conformacionals que
pateix l'estructura secundaria en fulla-f durant el procés d’agregacid, ja que la
deconvolucié del espectre de la banda d’amida I' diferencia entre diferents tipus
d’estructura-3, ja sigui nativa, amiloide, o del tipus WL (Zandomeneghi et al. 2004).

Per al domini AL-12, s’ha enregistrat I'espectre de FTIR a diferents temperatures.,
La deconvoluci6 de 'espectre de FTIR a la regi6é de 'amida I’ es troba representada a la
figura 3. 8-A-C, i detallada a la taula 3. 4. La deconvolucié de 'amida I’ a 4 °C, genera quatre

bandes principals, centrades a 1684, 1668, 1652,1 1634 cm! (Figura 3. 8-A/Taula 3. 4).
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A) B)
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C) D)
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Mombre d'ona (em™') Nombre d'ona (cm™)

Figura 3. 8. Deconvolucid de I'espectre de FTIR de la regié amida I’ de I'AL-12 a diferents temperatures.
A) 4°C,B) 40 °C, C) 55 °C,iD) 60 °C. La banda verda indica la component a 1634 cm-1, que correspon a la fulla-

B nativa antiparal-lela de baixa freqiiéncia. En vermell, la banda propera als 1620 cm-!, associada als agregats-
B (WL/Amiloide).

Les dues components en fulla-f antiparal-lela nativa, la d’alta i baixa freqiiéncia, es
corresponen amb les bandes a 1684 i 1634 cm'! respectivament, sent la segona la major
banda del espectre natiu (48 %), en consonancia amb el plegament barril-f3 dels dominis
d’Igs i amb les dades obtingudes préviament per cristal-lografia de raigs-X (codi PDB
3DVF) (Randles et al. 2009). La component en loops/girs-f3 es localitza a la banda de 1668

cm! (Byler, Susi 1986, Walther et al. 2010). Inesperadament, la banda corresponent a la
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fraccié en hélix-a, situada a 1652 cm-., representa el 21 % del espectre de FTIR, quan el
domini AL-12 tan sols conté un 2 % d’helix-a segons les dades del cristall.

Al escalfar la mostra durant 3 min a 40 °C (Figura 3. 8-B/Taula 3. 4), la
temperatura on s’inicia la transicié conformacional, disminueix la fraccié de fulla-f nativa
(1634 cm-?) a favor de I'increment de les bandes a 1684, 16681 1652 cm1, corresponents a
fulla-B nativa antiparal-lela, loop/girs-B, i helix-a. I apareix la banda d’agregats-f (8 %),
que es fa dificil de diferenciar entre amiloide i WL ja que les bandes es troben al limit de
tots dos components (1619-1620 cm). Als 55 °C, on es pobla l'intermediari termic,
segueix disminuint la banda de fulla-f nativa, de 1634 cm, fins al 15 %, i creix la banda
d’agregats-f fins al 27 % del total del espectre, i que correspon als agregats-f3 de tipus WL
(1627 cm1). La banda d’helix-a passa a ser un 25 % del espectre i és manté (Figura 3. 8-
C/Taula 3. 4). Als 60 °C, la banda WL s’estabilitza sent el 21 % del total del espectre, i es
recupera part de la fraccié de fulla- que puja fins el 19 % (Figura 3. 8-D/Taula 3. 4).
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Taula 3. 4. Deconvolucié de I'espectre de FTIR de la regié amida I’ de I’AL-12 i mutants restauratius a

diferents temperatures.

4°C AL-12 R65S H70D Q96Y H32Y
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
(em?) (%) [ (cm™) (%) | (em) (%) [ (em™) (%) | (cm?) (%)
Z“;'Iiaﬁfrae’;t:;rjg'e'a 1684 12 | 1684 12 | 1684 20 | 1685 19 | 1684 18
Loops/girs-B 1668 15 | 1668 18 | 1669 19 | 1669 18 | 1669 19
Helix-a 1652 21 | 1652 18 | 1652 23 | 1652 25 | 1652 24
E::Laﬁrzgtulzsi?:lda de 1634 48 | 1635 43 | 1635 28 | 1636 24 | 1636 28
WL - - ; - ; ; - - 1621 12
Amiloide 1614 4 | 1614 10 | 1619 9 1619 14 ; -
40 °C AL-12 R65S H70D Q96Y H32Y
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
(em?) (%) [ (em™) (%) | (em?) (%) [ (em?) (%) | (em?) (%)
Z”;'I:ﬁraer;tl']‘;‘:j;'e'a 1684 19 | 1684 16 | 1684 21 | 1684 19 | 1684 14
Loops/girs-B 1669 19 | 1669 18 | 1670 20 | 1669 19 | 1669 20
Helix-a 1652 24 | 1652 23 | 1652 25 | 1652 27 | 1652 27
E::'}f‘aiz:ﬂzf;'e'a de 1635 30 | 1635 31 | 1635 25 | 1636 26 | 1636 20
WL - - ; ; ; ; ; ; 1623 19
Amiloide 1619 8 1618 12 | 1619 9 1619 9 ; ;
55 °C AL-12 R65S H70D Q96Y H32Y
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
em?) (%) | (m?) (%) | (em?) (%) | (m?) (%) | (cm?) (%)
Z”;'I:aﬁf;r:;f::j:!e'a 1683 14 | 1684 17 | 1684 21 | 1684 21 | 1684 22
Loops/girs-B 1669 19 | 1669 20 | 1669 20 | 1670 20 | 1670 20
Helix-a 1652 25 | 1652 26 | 1652 27 | 1652 26 | 1652 26
EZ:'XaaErz:ﬂziE?;'e'a de 1637 15 | 1636 18 | 1636 19 | 1636 21 | 1636 16
WL 1627 27 | 1623 19 | 1621 13 | 1621 12 | 1620 14
60 °C AL-12 R65S H70D Q96Y H32Y
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
(em?) () [ (em™) (%) | (em?) (%) [ (em™) (%) | (m?) (%)
Z”;'I:ﬁraer;tl']‘;‘:j;'e'a 1683 15 | 1684 19 | 1684 20 | 1684 20 | 1684 23
Loops/girs-B 1669 20 | 1669 20 | 1669 21 | 1669 20 | 1670 20
Helix-a 1652 26 | 1652 26 | 1652 27 | 1652 27 | 1652 26
Fulla-B antiparal-lel
b‘;i:a Erzgﬂz:fa ela de 1636 19 | 1636 18 | 1636 19 | 1636 18 | 1636 16
WL 1625 21 | 1622 16 | 1621 13 | 1622 15 | 1620 14
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4.4.1. Estudi de I'agregacio dels mutants restauratius.

Pel que fa als mutants de I'AL-12, la deconvolucidé de 'espectre de FTIR a la regié
de 'amida I', déna lloc a les mateixes quatre bandes principals que per I'AL-12, a 1684,
1668, 1652, i 1634 cm! (Figura 3. 9-A-D/Taula 3. 4). Sent la fracci6 de fulla-f nativa

antiparal-lela de baixa freqliéncia la majoritaria en tots els casos.
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Figura 3. 9. Evolucio, en funcié de la temperatura, dels principals components del espectre de FTIR a la

regio de 'amida I' de I’AL-12 i mutants restauratius. A) 4 °C, B) 40 °C, C) 55 °C, i D) 60 °C.
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Tal i com s’ha vist en el espectre de CD (Figura 3. 3), a 4 °C, els mutants H70D,
H32Y i Q96Y tenen menys % de fulla-f inicial que 'AL-12, amb un 28 % per als dos
primers, i un 24 % per al Q96Y (Figura 3. 9-A/Taula 3. 4). Mentre que I'R65S manté quasi
la mateixa proporcié que el WT (43 % respecte el 48 % del WT). La disminuci6 de la banda
en aquest mutant es veu compensada per un increment de la banda d’agregats-f a 1619-
1620 cml. Un cop s’inicia 'increment de temperatura, el mutant R65S és el que es
comporta de manera més similar al WT. Als 40 °C (Figura 3. 9-B/Taula 3. 4), disminueix la
component de fulla-f nativa, a 1634 cm-1, a expenses de 'increment de les bandes a 1684,
1668 i 1652 cm!, corresponents a fulla-f nativa antiparal-lela, loop/girs-$3, i hélix-a. La
banda d’agregats-f3 apareix en major percentatge (un 5 % més) que en el WT. A 40 °C, els
mutants H70D i Q96Y no varien massa respecte els 4 °C, indicant que inicialment ja es
trobaven parcialment agregats. Pel que fa a I'H32Y, a 40 °C ja ha assolit la transicié
conformacional que porta a I'agregacid, tal i com s’ha vist per la desnaturalitzacié térmica
seguida per fluorescencia (Figura 3. 6), i a aquesta temperatura la banda de WL final, a
1627 cm, ja es troba ben definida, a expenses de la disminucié de fulla-$ nativa (1687 i
1634 cm1), mentre que el WT no ho fa fins els 55 °C (Figura 3. 9-C/Taula 3. 4). En canvi,
els mutants R65S, H70D i Q96Y, augmenten progressivament la fraccié d’agregats-§ amb
la temperatura, fins que als 55 °C ja que es defineix com agregats del tipus WL. Finalment,
als 60 °C, tots els mutants presenten una lleugera disminuci6 de la banda de WL, a favor de

la de 1687 cm'}, la fulla-f d’alta freqiiéncia (Figura 3. 9-D/Taula 3. 4).
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5. DISCUSSIO.

L’AL pertany a la gran familia d’amiloidosis humanes sistémiques. La seva
complexitat molecular ve donada per I'elevada variabilitat de seqliéncia que presenten les
cadenes LCs d’Igs. En condicions patogéniques, les cel-lules plasmatiques del moll de I'os
secreten grans quantitats de LCs lliures en el plasma, esdevenint les precursores de la
deposicio amiloide en diferents teixits organics. Estudis comparatius de seqiiéncia de LCs
de pacients d’AL han aportat que les mutacions somatiques no conservades son les que es
troben més representades en seqliéncies amiloidogéniques, i sovint es troben localitzades
en el domini variable (Vi) de la cadena. El 85 % dels pacients d’AL presenten dimers de
LCs en el corrent sanguini, on els dominis Vi de cada cadena LC s’associen entre ells
adoptant la interficie canonica dels dimers d’'Vi-Vy d’Ig funcionals. A més, les fibres
amiloides es troben formades principalment per dominis Vi (Blancas-Mejia, Ramirez-
Alvarado 2013). L’alteraci6 de la interficie dimerica en dominis Vi, amiloidogénics, sembla
tenir una forta correlacié amb la deposicié amiloide i el grau de severitat de la malaltia, tal
i com s’ha demostrat per al domini Vi, AL-09, un dels més amiloidogénics descrits fins ara,
on la seva interficie dimerica es troba rotada 90 °C respecte la germinal kI 018/08 (Baden
et al. 2008a).

A diferencia de 'AL-09, la proteina AL-12, que conté set mutacions somatiques
respecte la germinal, manté la interficie canonica d’Igs, tot i aixd té un major potencial
amiloidogénic i segueix una cinética de formacié de fibres amiloides més rapida (Randles
et al. 2009, Sikkink, Ramirez-Alvarado 2008). Per tant, les mutacions somatiques poden
tenir efectes estructurals importants o bé més subtils pero, d’alguna manera o altre, tenen

un efecte a la capacitat amiloidogenica de la proteina.

5.1. Estructura secundaria, desplegament i estabilitat del domini AL-12.

La proteina amiloidogénica AL-12 presenta un plegament natiu tipic d’Igs, amb el
minim d’el-lipticitat a 216 nm i el maxim a 200 nm. A més, presenta un segon minim a 235
nm que s’atribueix a la contribucié al espectre de CD dels residus aromatics de la proteina,
especialment del residu conservat Trp35. Pel que fa a I'espectre de FTIR de I'estat natiu de
I'AL-12, la component en fulla-f antiparal-lela nativa de baixa freqiiéncia (1634 cm?)
representa la major banda del espectre natiu (48 %), en consonancia amb el plegament
barril-f3 dels dominis d’Igs i amb les dades obtingudes préviament per cristal-lografia de
raigs-X (codi PDB 3DVF) (Randles et al. 2009). S’esperava que la segona banda més
representativa del espectre de FTIR fos la component en loop i girs-§3, degut al plegament

tot- del domini. En aquest sentit, la component en loops/girs-f3, localitzada a la banda de
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1668 cml, representa el 15 % del total del espectre. Inesperadament, la banda
corresponent a la fraccié en helix-a, situada a 1652 cm1, representa el 21 % del espectre
de FTIR, quan el domini AL-12 tan sols conté un 2 % d’helix-a segons les dades del cristall.
A més, la renaturalitzacio6 termica, seguida per CD i fluorescéncia del residu Trp35, indica
que el domini és reversible a nivell d’estructura secundaria mentre que la terciaria no
recupera l'estat natiu.

La desnaturalitzacié quimica, mitjan¢ant urea, del domini AL-12 déna lloc al
desplegament total del domini seguint un procés de dos estats, sense poblar cap
intermediari de reacci6. Els parametres termodinamics de la proteina mitjangcant un model
de dos estats, plegat i desplegat, indiquen que I'estabilitat del domini AL-12 amiloidogenic,
amb un valor de AGy.y de -18.50 + 0.84 K]-mol-, és inferior a la de la seva proteina
germinal kI 018/08 (-25.60 * 0.23 KJ-mol-1). A nivell de severitat de la malaltia, I'’AL-12 té
un potencial patologic entremig de la germinal kI 018/08 i el domini AL-09, el més
amiloidogénic reportat fins ara, i que té un valor de AGn.y de -14.6 K]J-mol-! (Baden et al.

2008b).

5.2. Via d’agregacio del domini AL-12 induida per temperatura.

En lloc del desplegament de la moléecula, la desnaturalitzacié térmica del domini
AL-12, a 90 °C, ddna lloc a l'agregaci6 de la proteina, tal i com s’ha vist per CD i
fluorescéncia del triptofan. El guany inicial en estructura secundaria implica una
reorganitzacié directa de la fulla-f nativa, i la corba de desnaturalitzacié seguida per
fluoresceéncia indica que el W35 s’exposa al solvent per a després enterrar-se de nou. Aixo
concorda amb la transicié conformacional a partir dels 40 °C, i I'aparicié d’'un estat
intermediari als 55 °C, que sera el precursor de I'agregacid de tipus-f.

L’espectre de FTIR indica que a partir dels 40 °C s’inicia la reorganitzacio
conformacional, de forma que l'estat intermediari ja presenta una conformacié similar a la
de l'estat agregat final, el qual ha perdut gran part de la component en fulla-f
antiparal-lela nativa (19 % respecte el 48 % inicial), a 1634 cm-, a favor de 'augment de la
banda associada als agregats-3 de tipus WL (21 % respecte el 0 % inicial, a 1625 cm-1).

A diferéncia de I'AL-12, la desnaturalitzacié termica d’altres dominis Vi
amiloidogeénics descrits préviament, com ara I’AL-09, ha estat descrita com a una corba de
desplegament en la qual s’assoleix I'estat totalment desplegat, seguint un procés de dos
estats plegat-desplegat i completament reversible. Segons aquests resultats, és possible
extraure els valors de Ty (temperatura en la qual el 50 % de la poblacié es troba
desplegada) i AH.y a partir de I'equacié de Van’t Hoff, com alternativa als experiments de

calorimetria (John, Weeks 2000). Degut a que les corbes de desnaturalitzacié termica de
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I’AL-12 no corresponen a un procés de desplegament de dos estats, siné d’agregacié en
fulla-B ordenada, i que no acaba de ser reversible al 100%, no s’han pogut extraure els

valors de Tmi AHn.y de 'AL-12.

5.3. Efecte de les mutacions restauratives sobre l'agregacidé i estabilitat del

domini AL-12.

Les quatre mutacions restauratives de I’AL-12 caracteritzades en aquest treball
(H32Y, R65S, H70D, i Q96Y) formen part de cadenes-f3 de I'estructura globular. La seva
caracteritzacié, a nivell d’estructura secundaria, mostra que totes elles tendeixen al
plegament natiu tipic d’Igs, pero perden gran part de la reversibilitat observada en 'AL-12,
possiblement per estabilitzacié del intermediari d’agregaci6, i desviament de la via de
plegament cap a la via de formaci6 d’agregats-f3 més estables. Les dues mutacions situades
a la interficie dimerica (BC-H32Y i BG-Q96Y) adopten una estructura secundaria nativa
relativament alterada. Concretament, la mutacié H32Y perd senyal de fulla-f nativa
(minim a 216 nm) respecte I'AL-12, mentre que la mutaci6 Q96Y perd el senyal
corresponent als residus aromatics (minim a 237 nm). Per tant, la restauracio, en totes
dues posicions, cap al residu altament conservat Tyr35 afecta el plegament natiu de la
proteina AL-12.

Pel que fa als parametres termodinamics obtinguts a partir de la desnaturalitzaci6
quimica, aquests indiquen que cap de les mutacions puntuals recuperen l'estabilitat
termodinamica de la proteina germinal kI 018/08. Si no al contrari, totes elles han estat
desestabilitzadores respecte 'AL-12.

Pel que fa a I'agregacio, els dos mutants restauratius de residus d’histidina (H32Y i
H70D) inicien la transicié conformacional cap I'agregat-f abans que 'AL-12. En canvi, en
els mutant R65S i Q96Y I'estat intermediari apareix cap als 55 °C, practicament igual que a
I’AL-12. Al analitzar aquestes transicions per FTIR, tots els mutants presenten inicialment
menys component en fulla-f nativa, a expenses de la preséncia inicial d’agregats de tipus-
B, per aquesta rao, la transicié conformacional s’observa pitjor que en el cas de '’AL-12. En
tots els casos pero, a 60 °C, la banda de 1620 cm-}, és inferior a la de I’AL-12, a favor d’'un
augment de la banda de 1683 cml, que es correspon a la fulla-f antiparal-lela d’alta
freqiiéncia.

Per tant, sembla a ser que en el cas de I'’AL-12, la desestabilitzacié del domini va
relacionada amb una major tendencia a I'agregacid, tal i com s’observa a les corbes de
desnaturalitzacié termica, seguides per CD i fluorescencia de triptofan. Actualment al
laboratori, s’esta treballant amb cinétiques de formacié de fibres amiloides, assajades

mitjancant I'emissié de fluorescencia del fluorofor ThT i en funcié del pH, per tal de
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corroborar o descartar aquesta possible relacio, aixi com per estudiar I'efecte del pH en el
procés de fibril-laci6. Per altra banda, també s’esta realitzant la preparacié de mostres per
microscopia. Mitjancant TEM, s’espera completar els resultats del procés d’agregacié
obtinguts per FTIR gracies a I'obtencié d’imatges dels agregats a diferents temperatures.
També per TEM, es vol estudiar l'efecte del pH sobre la via d’agregaci6 i la morfologia dels

agregats-f3 de I’AL12 i dels seus mutants restauratius.

5.4. Expectatives de futur en el estudi de I'agregacié6 de I’'AL-12.

Recopilant les dades obtingudes, podem afirmar que la restauracié de residus cap
a la linia germinal, no implica, excepte en algun cas excepcional, com és el mutant H87Y de
la AL-09 (Baden et al. 2008b), el retorn de les propietats conformacionals i
termodinamiques germinals al domini amiloidogenic. Per tant, és improbable que una
Unica mutaci6 sigui la causa de que un domini V;, esdevingui amiloidogenic i causi malaltia.

Cal més informacid experimental per a poder descriure més detalladament I'efecte
de les mutacions somatiques de I’AL-12 en el context del seu potencial amiloidogénic. Per
aquesta rad, actualment s’esta treballant en les cinetiques de formacié de fibres amiloides,
mitjancant fluorescéncia de ThT i en funcid del pH, aixi com I'obtencié d’'imatges de TEM,
de ’AL-12 i dels seus mutants restauratius. Aquests propers resultats han de servir per a
tancar 'estudi inicial del domini variable AL-12, implicat en I'AL.

Per altra banda, resulta indispensable, de cara a un futur, obtenir les estructures
cristal-lografiques dels diferents mutants restauratius, per entendre millor quin efecte
tenen aquests canvis a l'estructura i, també, a la interficie dimérica que formen entre ells, i
entendre d’aquesta manera el rol dels dimers Vi, en I'AL.

Qin et al. afirmen que els dimers Vi-Vi. de la proteina amiloidogenica SMA,
estabilitzen I'estat natiu, disminuint la quantitat d’intermediari desplegat i, per tant, tenen
un efecte protector inhibint la formacié de fibres amiloides (Qin et al. 2007). En el cas de la
proteina amiloidogénica TTR, implicada en la malaltia d’amiloidosi familiar, mutacions
puntuals en la seva seqiliéncia poden causar la dissociacié del tetramer natiu donant lloc a
un monomer molt inestable i precursor amiloide (Shnyrov et al. 2000). Aquest cas ens
porta a relacionar la perdua de l'estructura tetramerica d’lIg, degut a un excés de LCs
lliures secretades en pacients d’AL, amb la desestabilitzacié del domini i la seva deposicié
amiloide. Per tant, tot apunta cap una combinacié de factors desestabilitzants, iniciant per
la perdua del tetramer natural d’Ig i les mutacions somatiques no conservades, que poden
implicar des de petits canvis d’interacci6 intra i interdomini, fins a provocar grans canvis

conformacionals. Depenent del grau de desestabilitzaci, la proteina adquirira un
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potencial amiloide diferent, possiblement correlacionat amb una major cinética de
fibril-lacié.

Que els dominis Vi, formin dimers pot entendre’s com un efecte protector evitant la
lliure acumulacié del intermediari amiloidogenic. Tanmateix, certes mutacions
localitzades en residus de la interficie donen lloc a dimers no canonics, amb una estructura
globular diferent depenent del canvi d’'interaccions global que provoquen a la molecula.
Per tant, a nivell de potencial amiloidogénic tan es pot considerar un fort precursor
fibril-lar el monomer inestable soluble com la seva forma dimeritzada alterada; i més que
la desestabilitzaci6 del estat natiu, seria I'augment de la tendéncia a I'agregacié o, dit d'una
altra manera, l'increment d’estabilitat de les especies intermediaries precursores de

I'agregaci6 el detonant de I'amiloidosi.
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1. RESUM.

La via de misfolding, induida per temperatura, del domini PDZ3, el tercer domini de
la proteina neuronal PSD95, és poblada per un intermediari triméric ric en estructura-f3
que déna lloc a la formacié reversible d’estructures fibril-lars altament ordenades.
Mitjancant la técnica de FTIR, s’ha determinat que la via de misfolding és deguda a la
interconversi6 d'una fulla-$ flexible del domini cap a un intermediari que porta a la
formacié de fibres worm-like (WL), sense passar per una fase de nucleaci6. L’aparici6 de la
banda de FTIR corresponent a les fibres WL va acompanyada, a més de la perdua de la
fulla-p flexible, d’'una lleu disminuci6 de la component de loops de I'estat natiu, mentre que
la resta d’elements d’estructura secundaria de la molécula es mantenen practicament
inalterats. Per microscopia electronica de transmissidé, s’ha confirmat la preséncia de
fibres WL a partir dels 60 °C, temperatura on la poblacié del intermediari trimeric és
maxima. Assajos de toxicitat emprant la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y
mostren que aquesta citotoxicitat augmenta a mesura que el procés d’agregaci6é avanga.
L’analisi d’RMN per desplacament quimic en funcié de la temperatura ha revelat que la
reorganitzacié de la fulla-f al voltant de la cadena-3 promou el canvi conformacional que
donalloc a I'agregacié del domini PDZ3.

Amb l'objectiu de definir els determinants conformacionals implicats en la
regulacié de la funcié del domini PDZ3, s’ha realitzat una caracteritzaci6 termodinamica
del procés de plegament i d’agregacié del domini PDZ3, aixi com de la variant mancada de
la tercera helix-a, 'A10ct-PDZ3, i d’'una série de mutants especifics de la interaccié
d’aquesta heélix-a amb el domini PDZ3, els mutants E401R, D332G/P i E334L/Q. Els
experiments de FTIR i DSC, demostren la forta implicacié de I'hélix-a3 en el plegament

global del domini, la seva estabilitat i tendéncia a I'agregacié.
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2. INTRODUCCIO.

Tal i com s’ha descrit a la introduccié general, els dominis PDZ s6n un dels
principals moduls de les proteines multidomini hub, constituint I'element estructural més
abundant en mamifers. Reconeixen els extrems C-terminal de diferents péptids lligands
amb una elevada especificitat, de forma que actuen com a suport estructural de moltes
proteines funcionals (Ivarsson 2012). La proteina PSD-95 és un exemple de sistema
multimodular hub i forma part de la familia de proteines MAGUK (Membrane Associated
Guanylate Kinase). Es troba localitzada a la regié de densitat post-sinaptica, i organitza la
transducci6é de senyals i coordina el trafic molecular de la sinapsis neuronal. Aquesta
proteina esta organitzada en tres dominis PDZ, un domini SH3, i un domini GK, els quals
estan connectats per loops flexibles que juguen un rol molt important en la plasticitat i
funcionalitat de la proteina global (Zhang et al. 2013).

En aquest capitol s’exposa I'estudi sobre el domini PDZ3 de la proteina PSD-95, un
treball realitzat durant la tesi doctoral, i que s’ha dut a terme en col-laboracié amb el grup
de recerca del Dr. José C. Martinez, del Departament de Quimica Fisica de la Universitat de
Granada. Els resultats aqui presentats parteixen d’estudis préviament realitzats per aquest
grup i que poden ser consultats extensament a la Tesi Doctoral del Dr. Murciano-Calles, ].
Aquesta, aixi com les publicacions del grup, seran citades al llarg del capitol per tal de
posar en context el resultats a exposar.

El domini PDZ3 de la PSD-95 rep especial importancia degut a que conté una hélix-
a addicional al extrem C-terminal, que connecta amb el seglient domini SH3 de la PSD-95, i
que no és present a la resta de dominis PDZ. A nivell funcional, aquesta extensi6 regula
al-lostericament 'afinitat del domini per unir-se als lligands (Petit et al. 2009, Camara-
Artigas et al. 2010, Zhang et al. 2011, Mostarda, Gfeller & Rao 2012).

Des del punt de vista termodinamic, els primers estudis d’equilibri de plegament
que es van realitzar sobre els dominis PDZ mitjancant tecniques espectroscopiques,
mostraven una Unica transicié conformacional de dos estats, plegat i desplegat. Un model
que no acabava d’encaixar amb I’elevada plasticitat i funcionalitat d’aquests dominis. Més
recentment, els estudis de calorimetria duts a terme per el Dr. Murciano-Calles, J., i que
precedeixen els resultats seguidament exposats, posen en evidéncia aquest model simple i
proposen un nou plegament de tres estats del domini PDZ3, en el qual es pobla un estat
intermediari trimeric ric en estructura-f, que es troba fora de la via de plegament del
domini (off-pathway) i déna lloc a la formaci6 de fibres reversibles. Un model que es troba
en consonancia amb l'elevada plasticitat dels dominis PDZ (Murciano-Calles et al. 2010,
Murciano-Calles et al. 2011). Resulta molt interessant el fet de que el domini PDZ3 és un

dels pocs casos descrits on es segueix una via de plegament no natiu (d’ara endavant
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anomenada de misfolding) que ddéna lloc a agregats reversibles. A més, I'analisi de
I'equilibri d’altres dominis PDZ donara pistes sobre si aquest comportament de tres estats
és general dins la familia de dominis PDZ.

La tecnica de DSC (Differential Scanning Calorimetry) és coneguda per ser |'0ptima
per a detectar qualsevol conformacié en el equilibri que es pugui poblar durant el
desplegament. Segons la corba de desplegament termic del domini PDZ3, a pH neutre i
sota incubaci6 a 60-70 °C, apareixen dues transicions endotérmiques que indiquen
I'existéncia de 3 estats conformacionals diferents: I’estat natiu, N; ’estat desnaturalitzat, D,
i un estat intermediari, I. A més, les dues endotermes es distancien entre si a mesura que
augmenta la concentraci6 de proteina, suggerint un cert grau d’associacid
(oligomeritzaci6) del estat intermediari. D’aquesta manera es va establir que el

desplegament del domini PDZ3-PSD95 segueix 'esquema segiient:

HN(:)In(_—)nD

Per DLS (Dynamic Light Scattering), es va caracteritzar 'equilibri d’associacig-
dissociaci6 del estat intermediari. Inicialment, a 209C, I'estat monomeric (de 11 kDa i un
radi de 1.8 nm) representa el 100% de la poblacié d’especies conformacionals. Mentre que
després d’incubar a 60°C, desapareix l'estat monomeéric a favor d’estructures
oligomeriques de 33 kDa i 2.6 nm. Aquesta dada apunta que els mondmers s’associen amb
una estequiometria de n = 3, formant un estat intermediari triméric, el qual augmenta de
grandaria a mesura que s’allarga el temps d’incubaci6 (fins a 12 nm, corresponen a uns
100 monomers).

Energéticament, el procés de formacié de fibres a partir del intermediari trimeric

del PDZ3 és un exemple inusual per les raons descrites seguidament:

- L’associaci6 dels oligomers no implica cap altre canvi conformacional de I'estat
intermediari, perque la segona transici6 de la corba de DSC ja és la de dissociacié

del intermediari.

- La fibril-laci¢, visualitzada per TEM i seguida per fluorescencia de 'ANS i la ThT,

segueix un comportament no cooperatiu, no depenent de nucleacid.

- L’energia lliure de Gibbs de I'estat natiu a 252C (AGn-p = - 40 kJ/mol) és major que
la d’associacié de I'estat intermediari a 60°C (AGp.m= - 25 KJ//mol). Rad per la qual

les fibres amiloides formades son reversibles.
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- I per ultim, la poca variacié del valor d’entalpia entre l'intermediari i l'estat
desnaturalitzat (entalpia de dissociacié) (AHp-m = -130 Kk]J/mol) indiquen que la

formacio de fibres segueix un mecanisme basicament entropic.

A condicions acides, el domini PDZ desplega seguint un procés de dos estats.
Aquest comportament s’atribueix a la protonacio dels residus glutamic i aspartic (pKa 3-4)
situats a I'helix-a3 (Glu401) i al loop B2 i B3 (Glu334 i Asp332). A pH neutre, existeix una
repulsié electrostatica entre aquests residus carregats negativament, i que suposa
I'apertura de la hélix-a3 de la resta del domini, I'exposicio al solvent de regions amb més
tendéncia a I'agregaci6 i, aixi, la formacié d’oligomers trimerics. En canvi, a pHs acids, la
protonacié evita aquesta repulsié i I'intermediari restaria com a monomer inestable en
solucio, fent que el procés d’agregacié sigui més lent, depenent de nucleaci6, i donant lloc a
fibres més estables i irreversibles (Murciano-Calles et al. 2011).

El conjunt de les caracteristiques d’equilibri conformacional del domini PDZ3 fan
d’ell un model d’estudi de la formaci6é d’oligomers i fibres amiloides, i la seva possible
relacié6 amb determinades patologies humanes. A nivell de funcionalitat fisiologica, es pot
concloure que I'entorn intracel-lular modula I'electrostatica del domini PDZ3 i, com a
conseqliéncia, controla la seva afinitat espai-temporal per a unir lligands, a través de

canvis conformacionals en la helix-o3.

Amb l'objectiu d’aprofundir en els detalls moleculars de la via d’agregaci6é del
domini PDZ3, en aquest capitol s’exposen els resultats obtinguts mitjancant les técniques
de FTIR, TEM, experiments de citotoxicitat, i d’RMN. S’ha determinat que una de les dues
fulles-B del domini, concretament la més flexible, és la precursora de la reestructuracio de
I'estat natiu cap a la formaci6 de I'intermediari que porta a la formacié de fibres-f8 del tipus
worm-like (WL), mentre que la resta d’estructures secundaries resten practicament
inalterades. Gracies a I'analisi d’RMN, en funcié de la temperatura, realitzat per la Dra.
Candel, AM., s’ha reportat tal interconversié a nivell de residu. En particular, s’ha
identificat la cadena-$3 com la principal responsable del canvi conformacional que pateix
la proteina i que I'arrossega cap a la via d’agregacié. L’adquisicié d’aquest tipus de fibres
WL i el seu caracter citotoxic ha estat confirmat per TEM i assajos de citotoxicitat,
respectivament.

Degut a I'absencia d’informacié sobre 'energetica i I'origen estructural d’aquest
canvi conformacional, hem analitzat per DSC, FTIR, i altres tecniques espectroscopiques, el
comportament de plegament/agregaci6 del domini PDZ3 en absencia de la tercera helix-a

addicional (residus 302-492 de la PSD-95), anomenat a partir d’ara A10ct-PDZ3, on els
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deu residus del extrem C-terminal que formen I'hélix-a3 han estat delecionats. A priori, la
variant A10ct-PDZ3, adopta el tipic plegament dels dominis PDZ, pero realment és menys
estable que el PDZ3 original. I, mentre que el PDZ3 sencer segueix un procés de
desplegament de tres estats, ha estat necessari definir un nou model de quatre estats per a
descriure correctament la via de desplegament de ’A10ct-PDZ3.

A part de la variant A10ct-PDZ3, s’ha realitzat un analisis mutacional sobre els
residus implicats en les interaccions entre el domini i I'hélix-a3. S’ha vist que la interaccid
entre la Lys355 i el Glu401 resulta determinant en els canvis observats durant I'agregacid
del domini, més que la interacci6é Glu334 i Arg399 descrita anteriorment (Camara-Artigas
et al. 2010). Aquesta ultima és crucial pel que fa a la regulacié de I'afinitat per als peéptids,
pero no tan si parlem a nivell de reestructuracié conformacional. Finalment, s’ha analitzat
la rellevancia de la circularitzacid, en forma d’anell de succinimidina, del residu Asp332 a
través de les mutacions D332G i D332P, aquest dltim emularia 'efecte de l'aspartic

circularitzat.
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3. MATERIALS I METODES.

3.1. Expressio i purificacié del domini PDZ3 i mutants.

Les mostres de PDZ3 i les seves variants (A10ct-PDZ3, E401R, D332G, D332P,
E334L i E334Q) han estat purificades per el Dr. Murciano-Calles, ], seguint el protocol
descrit a (Camara-Artigas et al. 2010, Murciano-Calles et al. 2010). Resumidament, les
seqliencies del domini PDZ3 i els seus mutants (residus 302-402 de la PSD-95), i la del
A10ct-PDZ3 (residus 302-492) van ser subclonades dins el vector pBAT4 (EMBL Core
Purification Facility, Heidelberg, Germany) i expressades en la soca d’E. coli BL21(DE3)
(Novagen, Madison, WI). Les cel-lules van ser llisades i ultracentrifugades per tal d’obtenir
la fraccid soluble. Després, la proteina va ser purificada per precipitacié en sulfat d’amoni
al 75 %, seguit d'una cromatografia d’exclusié molecular Superdex-75 (GE-Healthcare,
Fairfield, CT) en tampé Tris/HCI 50 mM, KCl 400 mM, pH 7.5. El rendiment de purificacid
obtingut va ser, d’aproximadament, 15 mg de proteina PDZ3 i els seus mutants simples, i
de 8 mg de proteina A10ct-PDZ3, per L de cultiu d’LB expressat.

Les mostres experimentals van ser dialitzades contra el tamp6 KH,PO4 50 mM, pH
7.51 el tamp6 PBS, pH 7.4, a 4 °C.

El coeficient d’extincié molar (e278) emprat per a la quantificacié de les mostres va
ser de 2985 u.Abs.-cm'1-M-1, per al domini PDZ3 i mutants, i de 1425 u.Abs. cm'1-M-1, per a
la variant A10ct-PDZ3. La massa molecular, confirmada per MALDI-TOF (Centro de
Instrumentacion Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada), va ser de 11004 Da i 9898

Da, respectivament.

3.2. Agregacio6 del domini PDZ3 i mutants.

Abans d’'induir la fibril-lacié del domini PSD95-PDZ3 per incubacié a 60 °C, les
mostres, a una concentracié de 8 mg/mL i en tamp6 KH,PO4 50 mM, pH 7.5, tampé PBS,
pH 7.4, o en tamp6é KH,POs 50 mM, 150 mM d’'NaCl, pH 7.5, van ser liofilitzades i
resuspeses en 200 pl de D20, i centrifugades a 10.000 g durant 5 min.

Els diferents mutants van ser tractats de la mateixa manera pero tan sols es va
preparar la mostra en tampé KH,PO4 50 mM, pH 7.5.

Per a la fibril-lacié, les mostres van ser incubades a 60 °C, durant 0, 4, 81 16 dies.

3.3. Espectroscopia d’infraroig amb transformada de Fourier.

Pel que fa als fonaments de la tecnica d'infraroig descrita a continuaci6, es troben

detallats a I'apartat 4.5 de Materials i Metodes Generals.
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Mitjancant I'espectrometre Varian Resolutions Pro, es van obtenir els espectres
d’'infraroig de les diferents mostres previament fibril-lades. Primer, la mostra inicial
(temps 0 dies), a 25 i 60°C, i posteriorment les de diferents temps d’incubaci6 a 60 °C,
sempre deixant temperar la mostra 5 min abans de la lectura. Els espectres es van
registrar de 4000 a 400 cm'?, a una velocitat de 95 cm-1/min, una resolucié de 2 cm-, i fent
la mitjana de 1000 acumulacions. L’espectre va ser corregit contra el soroll de fons
(background), i restant la senyal del tamp6 i del vapor.

El tractament de dades i la deconvoluci6 de la banda d’amida I’ s’ha realitzat usant
el software GRAMS (Thermoscientific). La deconvoluci6, sobre una corba Lorentziana, s’ha
obtingut usant una amplada de banda de 17 i un factor K de 2.2, en apoditzacié de tipus
Bessel. Els ajustos de les bandes sobre I'espectre deconvolucionat s’han realitzat sobre una

corba Gaussiana. Les dades finals, s’han expressat en tant per cent d’estructura secundaria.

3.4. Microscopia electronica de transmissio (TEM).

Les mateixes mostres del domini PDZ3 induides a fibril-laci6 i analitzades per
FTIR, van ser visualitzades per el microscopi electronic de transmissié Hitachi H-7000, del
servei de microscopia de la UAB, i analitzades amb el software DigitalMicrograph (Gatan).

Per a fer-ho, les mostres van ser absorbides en reixetes de coure recobertes de
carboni, i tenyides negativament amb acetat d’'uranil al 1 % (veure apartat 4.6.1 de

Materials i Métodes Generals).

3.5. Assajos de citotoxicitat del domini PDZ3.

Els assajos de citotoxicitat dels agregats de PDZ3 es van realitzar mitjancant la linia
cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y (veure apartat 5.5 de Materials i Metodes
Generals).

Préviament, es va induir la fibril-laci6 del domini, tal i com s’ha explicat a ’apartat
3.2, pero aquest cop a una concentraci6 de 44 mg/mL en tampé PBS, pH 7.4. Un cop
agregades, es va afegir 10 ul de mostra per pou de cultius, obtenint una concentraci6 final
de 4.4 mg/mL per pou de 100 pl, i es va deixar incubant durant 24 h a 37 °C.

Seguidament es va mesurar el % de viabilitat del cultiu cel-lular mitjancant el
metode d’'MTT (veure apartat 5.5.1 de Materials i Métodes Generals). Cada condicié
consistia en 6 repliques per experiment, i 2 experiments independents van ser analitzats
estadisticament per nivell de significanca (test de rangs signats de Wilcoxon, SPSS),
després de normalitzar les dades usant la concentraci6é de la condicié tampé PBS com a

referéncia. Els resultats representen 'error SEM (Standard Error of the Mean).
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3.6. Experiments de DSC, DLS i CD de les diferents variants del domini PDZ3.

Els experiments de calorimetria (DSC, Differential Scanning Calorimetry), DLS
(Dinamyc Light Scattering) i CD (Circular Dichroism) han estat realitzats pel Dr. Murciano-
Calles, J. de la Universitat de Granada.

Resumidament, les mostres a estat analitzades en tampé KH,PO4 50 mM, pH 7.51 a
4 °C. Els experiments de DSC han estat registrats a una velocitat de 1.5 K/min, i a
concentracions de 0.4 a 7.2 mg/mL, mitjancant el calorimetre VP-DSC (Microcal INC.), tal i
com s’ha descrit previament (Viguera et al. 1994). Els experiments de DLS i CD també
s’han realitzat segons s’ha descrit anteriorment (Cobos et al. 2004, Cobos et al. 2009). El
pes molecular de les especies ha estat calculat a partir del respectiu radi hidrodinamic,
emprant el model de “proteina globular” inclos en el software de l'instrument de DLS

(DynaPro, DYNAMICS V6, Wyatt Technology Corporation).

3.7. Espectroscopia d’RMN.

Els experiments d’espectroscopia de ressonancia magneética nuclear (RMN) han
estat realitzats per la Dra. Candel, A.M., de la Universitat de Granada.

Resumidament, la proteina marcada amb 15N va ser purificada d’un cultiu cel-lular
crescut en medi minim M9 amb !5NH4Cl com a unica font de nitrogen, d’acord amb el
metode descrit anteriorment (Marley, Lu & Bracken 2001).

Les mostres per als experiments d'RMN van ser preparades a 8 mg/mL en 90 %
H20/10 % D,0 i en tamp6 KH,P04 50 mM, pH 7.5.

L’espectre de correlacié 1H-15N va ser registrat des de 25 a 60 °C, a intervals de 2.5
°C, mitjancant 'espectrometre Varian NMR Direct-Drive System 600 MHz (freqiiencia de
I''H de 600.25 MHz) equipat amb cryoprobe. Les dades d'RMN van ser processades usant
NMRpipe i analitzades usant SPARKY. L’assignacié del domini PDZ3 va ser obtingut
emprant els meétodes estandards. Les intensitats dels pics a l'espectre 2D van ser

determinades usant la rutina de peak-piking en SPARKY.
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4. RESULTATS.

Resultats

4.1. Espectre de FTIR del domini PDZ3 natiu.

La deconvolucié de 'espectre de la banda d’amida I’ del domini PDZ3 a 25 °C, en

tamp6 KH,PO. 50 mM, pH 7.5, genera sis bandes principals centrades a 1680, 1669, 1659,

1650, 1640, i 1631 cm-}, i tres bandes minoritaries centrades a 1692, 1620, i 1606 cm-!

(Figura 4. 1-A/Taula 4. 1).

A)

1700 1680 1660 1840 1620 1600
Numero d'ona (em )

C)

B)

e
1700 1680 1660 1640 1620 1600
Mumero d'ona {em ')

D)

1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Humera d'ona (em ) Numero d'ona (em )

Figura 4. 1. Descomposicié en bandes de I'’espectre deconvolucionat de FTIR del domini PDZ3 adquirit
en tampé KHz2P04 50 mM, pH 7.5. A) 25 °C, B) després de 5 min a 60 °C, C) després de 4 dies a 60 °C, i D)
després de 8 dies a 60 °C. La banda de 1640 cm! és representada en verd, i la banda de 1620 cm-! és

representada en vermell. La resta de bandes sén representades en gris.
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La banda més representativa, amb un 28 % de I'area total del espectre, és localitza
a 1640 cm'!, i de primeres podria ser assignada com a component en random-coil (Byler,
Susi 1986). Tot i aix0, aquest valor es troba al limit entre el rang atribuit a la contribucié
en random-coil (1645-1640 cm-!) i 'atribuit a la component en fulla-$ antiparal-lela nativa
de baixa freqiiéncia (1630-1640 cm) (Byler, Susi 1986, Zandomeneghi et al. 2004).
L’espectre de CD del domini PDZ3, obtingut previament (Murciano-Calles et al. 2010),
mostra un perfil canonic de fulla-B, amb el minim a 218 nm (Figura 4. 2), per tant, que la
major banda de I'espectre de FTIR sigui una component en fulla-f antiparal-lela nativa de

baixa freqiliéncia pren més sentit.
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Figura 4. 2. Espectre de CD del domini PDZ3 en tampdé KHz2P04 50 mM, pH 7.5. En verd es representa
I'espectre de la proteina nativa a 2 °C y en vermell I'espectre a 98 °C. Per a comprovar la reversibilitat, la
mostra es va replegar de nou baixant la temperatura fins a 2 °C i es va registrar 'espectre després de 5 min

d’incubacié6. Figura adaptada de Murciano-Calles, ]. (tesis doctoral, 2011).

A part, es genera una altra banda, a 1631 cm', que es troba en el rang assignat per
a la component en fulla-f antiparal-lela nativa de baixa freqliéncia, perdo tan sols
contribueix en un 14 % del espectre (Taula 4. 1), en contra del 34 % obtingut a partir de
I'estructura cristal-lografica del PDZ3, resolta préviament (Camara-Artigas et al. 2010). Per
tant, la nostra hipotesi inicial va ser que la banda a 1640 cm-! corresponia a una fraccié
molt flexible de la fulla-f, i que facilment es desorganitza en solucio; fet que concorda amb
la flexibilitat conformacional que requereix el domini PDZ3 per tal d’assolir I'elevada
capacitat d’'unié que té cap als peptids lligands (Saro et al. 2007). Per altra banda, la
component en fulla- antiparal-lela nativa d’alta freqiiéncia, es localitza a 1681 cm, i tan

sols contribueix en un 8 % de 'area de I'espectre.
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La component en girs-f es troba a 1669 i 1659 cm-! (Byler, Susi 1986), en aquesta
ultima banda també hi contribueixen els loops (Heredia, De Las Rivas 2003), i representa
el 16 % de l'area total. La component en hélix-«, centrada a 1650 cm-?, contribueix només
en un 16 % de l'espectre, menys del 24 % donat per les dades cristal-lografiques (veure

apartat 5.2 de Discussi6) (Taula 4. 1) (Camara-Artigas et al. 2010).

Taula 4. 1. Descomposiciéo en bandes de 'espectre deconvolucionat de FTIR del domini PDZ3 adquirit

en tampo6 KH2PO4 50 mM, pH 7.5.

25 °C 60 °C, 60 °C, 60 °C, 60 °C,
0 dies 4 dies 8 dies 16 dies
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
(em™) (%) | (em™) (%) | (em™) (%) | (m™) (%) (em™) (%)
Girs-p 1694 1 1695 1 1692 2 1692 2 1694 1
Fulla-B antiparal-lela 1680 8 1684 2 1679 12 1679 12 1680 10
d’alta frequencia - 1676 9 - - - - - -
Girs-p 1669 9 1669 7 1668 8 1668 8 1668 11
Loops / GirS-B 1659 16 1659 15 1658 13 1658 13 1659 12
Helix-a 1650 16 1649 16 1648 13 1648 13 1649 16
Fulla-B flexible / 1640 28 | 1640 19 | 1640 13 | 1640 13 | 1640 11
Random coil
Fulla-Bantiparallelade |, 00 ) | 1631 16 | 1631 13 | 1631 13 | 1630 18
baixa freqiiencia
WL /Amiloide 1620 4 1620 12 1620 22 1620 22 1621 19
Cadenes laterals 1606 4 1606 3 1606 4 1606 4 1607 3

Pel que fa a les bandes minoritaries, la banda a 1620 cm! correspon als agregats-[3
(Zandomeneghi et al. 2004), i la de 1606 cm-! a les cadenes laterals (Arrondo et al. 1993);
la banda a 1692 cm! és pot considerar negligible (Taula 4. 1). A I'estat natiu, la banda
assignada als agregats-f3, a 1620 cm, tan sols representa el 4 % del espectre, pero ja
reflexa la tendéncia del domini PDZ3 a l'agregacid, tot i ser trobar-se a temperatura
ambient. Aquesta banda es troba entre les dues components d’agregats fibril-lars ordenats,

les fibres WL (de 1630 a 1620 cm-1) i les fibres amiloides (de 1620 a 1615 cm-1).

4.1.1. Espectre de FTIR de I'agregacio del domini PDZ3.

L’espectre a 60 °C s’ha adquirit després d’incubar les mostres des de minuts fins a
varis dies, ja que s’havia vist que a aquesta temperatura es forma l'intermediari trimeéric
precursor de fibres amiloides reversibles (Murciano-Calles et al. 2010). Un cop dins la
cel-la de FTIR, les mostres van ser equilibrades durant 5 min a 60 °C abans d’adquirir

I'espectre.
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El principal canvi en I'espectre després de la primera incubacié a 5 min (Figura 4.
1-B/Taula 4. 1), és una apreciable disminucié de la banda a 1640 cm-!, corresponent a la
fulla-B flexible, a favor de l'increment de banda a 1620 cm!, la dels agregats WL o
amiloide. Aquesta reorganitzacié conformacional entre fulles-f fa que augmenti el grau
d’empaquetament entre cadenes-f3, i per tant el nombre d’ona baixa, tal i com ha estat
descrit en altres processos de fibril:lacié (Zandomeneghi et al. 2004, Cerda-Costa et al.
2009). Pel que fa a la banda atribuida a la fulla-$ antiparal-lela nativa de baixa freqliéncia,
a 1631 cm, i la de I'hélix-a, a 1650 cm!, resten quasi inalterades. Degut a les seva
complexitat i les discrepancies d’assignacié entre autors, resulta dificil d'interpretar els
canvis a la regi6 de 1700-1660 cm-1, aixi com la divisi6 en dos de la banda de 1680 cm-!

(Olinger et al. 1986, Arrondo et al. 1993).

Quan la mostra és incubada durant 4 dies a 60 °C (Figura 4. 1-C/Taula 4. 1), la
reorganitzacié conformacional entre fulles-f continua, decreixent la fraccid flexible de
fulla-B nativa fins al 13 % (des del 28 % a 25 °C), i augmentant la banda WL/amiloide fins
al 22 % (des del 4 % a 25 °C). A més, sembla que la banda de girs-/loops, a 1650 cm-1,

també tendeix a disminuir.

Finalment, després d’incubar la mostra durant 8 i 16 dies a 60 °C (Figura 4. 1-
D/Taula 4. 1), I'espectre de FTIR es manté practicament igual que als 4 dies d’incubacio.
Aixo implica que la reorganitzacié que genera 'estat intermediari trimeéric s’assoleix als 4

dies d’incubacio.

4.1.2. Influencia de la forg¢a ionica sobre I'agregacio del domini PDZ3.

Per tal de comprovar l'efecte de la forga ionica sobre la via d’agregaci6é del domini
PDZ, s’ha comparat els resultats de FTIR obtinguts en tamp6 KH,P0O4 50 mM, pH 7.5, amb
els espectres en tamp6 PBS, pH 7.4. Tal i com s’observa a la figura 4. 3-A, B, 'agregacio del
domini es comporta de manera similar en totes dues condicions, pero el canvi
conformacional cap a fibres WL/amiloides en tampé PBS, s’assoleix als 5 primers minuts
d’'incubacié a 60 °C, indicant que la for¢a idnica accelera el procés de reorganitzaci6 de les

fulles-[3, pero no canvia el tipus de via d’agregacid.
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Figura 4. 3. Evolucidé de les principals components del espectre de FTIR, sota diferents condicions,
durant la incubacié a 60 °C. A) En tampé KH2PO4 50 mM, pH 7.5. B) En tampé PBS, pH 7.4. C) En tamp6
KH2P04 50 mM, pH 7.5, més 150 mM d’NaCl. La component de 1659-1658 cm-! ha estat designada com a 1660
cm! per tal de facilitar la grafica (resoluci6é del espectre inicial 2 cm1). La mostra 0 dies a 60 °C va ser

temperada durant 5 min abans de registrar 'espectre de FTIR.

Taula 4. 2. Descomposicié en bandes de 'espectre deconvolucionat de FTIR del domini PDZ3 adquirit

en tampé PBS, pH 7.4.

25 °C 60 °C, 60 °C, 60 °C, 60 °C,
0 dies 4 dies 8 dies 16 dies
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
em®) (%) | (em?) (%) | (m™) (%) | (m’) (%) | (m) (%)
Girs-B 1694 1 1694 1 1695 2 1695 2 1695 2
Fulla-B antiparal-lela 1683 2 1684 4 1684 5 1684 8 1685 4
d’alta freqiiencia 1679 6 1676 2 1676 7 1677 4 1677 9
Girs-p 1669 9 1670 17 1668 9 1668 13 1667 9
Loops / Girs-p 1659 16 1658 11 1659 13 1658 9 1658 10
Helix-a 1649 18 1648 16 1649 13 1648 14 1648 14
Fulla- erXI'bIe / 1640 24 1640 13 1640 15 1640 12 1640 11
Random coil
Fulla-Bantiparallelade | o0 ¢ | 1631 15 | 1631 12 | 1631 13 | 1631 12
baixa freqiiencia
WL /Amiloide 1621 1620 17 1619 22 1619 22 1620 25
Cadenes laterals 1605 2 1606 2 1606 2 1606 3 1605 4

Per a confirmar I'efecte de la forca ionica sobre la formaci6 de fibres-f3, també es va
dissenyar l'agregacié en tampé KH,PO, 50 mM, pH 7.5. més 150 mM d’NaCl (una
concentracié de sal similar a la del tampé PBS). La figura 4. 3-C confirma que la transicid
conformacional és assolida als 5 min a 60 °C degut a la preséncia de forca ionica, tal i com
ja ha estat reportat en altres proteines amb tendencia a formar fibres, com ara els dominis

Vi d'immunoglobulines (Sikkink, Ramirez-Alvarado 2008).
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Taula 4. 3. Descomposicié en bandes de 'espectre deconvolucionat de FTIR del domini PDZ3 adquirit

en tampé KH2PO4 50 mM, pH 7.5, més 150 mM d’NacCl.

25 °C 60 °C, 60 °C, 60 °C, 60 °C,
0 dies 4 dies 8 dies 16 dies
Estructura secundaria Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
(em™) (%) | (em™) (%) | (m™) (%) | (m?) (%) (em™) (%)
Girs-p 1694 2 1694 2 1694 1 1693 3 1694 1
Fulla-B antiparal-lela 1680 7 1683 6 1683 1684 7 1685
d’alta frequiencia 1676 2 1677 5 1676 5 1677 6
Girs-p 1669 8 1669 14 1669 11 1670 12 1669 12
Loops / Girs-B 1659 15 1658 10 1658 11 1658 9 1658 9
Helix-a 1650 18 1648 15 1649 15 1649 14 1649 15
Fulla-B flexible / 1640 27 (1640 12 |1640 14 |1640 12  |1640 11
Random coil
Fulla-B antiparal-lela de
. L 1630 16 1631 14 1631 13 1631 13 1631 12
baixa freqiiéncia
WL /Amiloide 1620 1620 22 1620 21 1620 23 1620 24
Cadenes laterals 1606 1606 3 1605 3 1606 2 1606 5

Les taules 4. 2 i 4. 3 mostren els canvis que pateix el domini PDZ3 incubat a 60 °C
en preséncia de sal. Resumidament, la component en de fulla-B flexible decreix
drasticament, a costa d’incrementar la banda de WL/amiloide i disminuir, també, la fraccio
de girs-B/loops. La part més estructurada de la molecula, la fulla-f3 antiparal-lela nativa i

I'hélix-a, també disminueix lleugerament, tot i que es considera poc representatiu.

4.1.3. Citotoxicitat dels agregats de PDZ3.

Per als assajos de citotoxicitat, mostres del domini PDZ3, a 44 mg/mL, van ser
incubades a 60 °C durant diferents periodes de temps (0, 4, 8 i 16 dies), per tal d’'induir
I'agregaci6 (veure apartat 3.5 de Materials i Metodes del capitol). La concentraci6 final a
cultius, de 4.4 mg/mL, és la meitat de 'emprada per als espectres de FTIR, ja que a majors
concentracions la mostra es troba massa agregada per a realitzar assajos de viabilitat
obtenint resultats reals i reproduibles. Sha de tenir en compte, a més, que la via
d’agregaci6 del domini es pot veure revertida pel canvi de temperatura a cultius, passant
de 60 a 37 °C, on es manté durant 24 hores. Per tant, a part de comprovar per TEM aquesta
possible reversibilitat dels agregats, no és pot fer una comparaci6 directe entre els
resultats de FTIR i citotoxicitat, degut a la diferencia de concentraci6 i de temperatura dels

experiments.
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Figura 4. 4. Assaig de viabilitat per MTT de la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y. Les
cél-lules van ser tractades durant 24 h amb tampé PBS, pH 7.4, i amb PDZ3 incubat a 60 °C durant diferents
dies (0, 4, 8 i 16). La concentracié de la mostra durant la incubacié i en el cultiu cel-lular va ser de 44 i 4.4
mg/mL, respectivament.

Els assajos de toxicitat en la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y,
mostren que la citotoxicitat augmenta a mesura que la via d’agregacié es troba més
avancada (Figura 4. 4). Aquest resultats indiquen que I'agregaci6 hauria de ser, tan sols,
parcialment reversible i que aquesta reversibilitat decreix a mesura que la reacci6 és troba

més desplacada cap a la formaci6 d’agregats madurs.

4.1.4. Microscopia electronica dels agregats citotoxics de PDZ3.

Per tal de determinar el tipus de via d’agregacié (WL/amiloide) que segueixen els
agregats citotoxics del domini PDZ3, assignada a la banda de FTIR 1620 cml, s’han
obtingut imatges de TEM de les mostres emprades per als espectres de FTIR, a
concentracié 8 mg/mlL, i en tamp6 PBS, pH 7.4 (veure apartat 3.4 de Materials i Metodes
del capitol). A més s’ha comprovat el grau de reversibilitat dels agregats en funcié de la
temperatura, i verificar aixi, si al disminuir la temperatura a 37 °C durant 24 h, condicié
necessaria per als assajos de citotoxicitat, els agregats es mantenen i, per tant, si son els
responsables de la disminucié de la viabilitat cel-lular.

Tal i com s’observa a la figura 4. 5-A, als estadis inicials de I'agregacié hi trobem
petites estructures globulars, sense presencia d’agregats fibril-lars. Segons els resultats de
citotoxicitat, aquesta conformaci6 no seria toxica en cultius. Després de la incubacié per
varis dies a 60 °C, apareixen fibres del tipus WL, que es caracteritzen per ser corbades, no

massa llargues i amb un diametre de 8-9 nm. Aquestes fibres WL és mantenen durant els
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4, 81 16 dies d’incubaci6. Segons FTIR, aquestes fibres es formen rapidament als 5 min a
60 °C, i es mantenen durant la resta de dies d’incubacid.

Pel que fa a la reversibilitat, les imatges de la figura 4. 5-B, mostren que el canvi de
temperatura a 37 °C, no afecta al grau d’agregaci6, i per tant, la citotoxicitat en cultius

cel-lulars es pot atribuir, tal i com s’esperava, als agregats del tipus WL del domini PDZ3. A

més, podem corroborar que I'agregacié del domini PDZ3 és parcialment reversible.

Figura 4. 5. Imatges de TEM del domini PDZ3 incubat a 60 °C, en tampé PBS, pH 7.4. A) Incubaci6 a 60 °C
durant 0, 4 i 8 dies. B) Incubacié a 60 °C durant 0, 4 i 8 dies, més 24 h a 37 °C, que mostra que les condicions de
cultiu cel-lular no reverteixen els agregats WL del domini PDZ3. En totes dues condicions, a temps 0 dies
s’observen estructures globulars. Als 4 dies d’incubaci6, apareixen fibres del tipus WL, que es fan més evidents

als 8 dies d’incubacié (les imatges adquirides als 16 dies d’incubacié sén molt similars als 8 dies a 60°C).

4.1.5. Analisis per RMN-HSQC dels aspectes moleculars de l'agregacio del
PDZ3.

Per tal d’aprofundir en el mecanisme molecular d’agregacié del domini PDZ3, i
corroborar el pas per un intermediari triméric que donaria lloc a la via WL, tal i com ha
estat descrit anteriorment pel Dr. Murciano-Calles (Murciano-Calles et al. 2010), s’ha
analitzat, per espectroscopia d’'RMN, les regions responsables del canvi conformacional
observat per FTIR. Aquests experiments i I'analisi de resultats han estat desenvolupats per

la Dra. Candel, A. M., de la Universitat de Granada.
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L’espectre de correlacidé H-15N HSQC-NMR (Heteronuclear Single Quantum
Coherence-Nuclear Margnetic Resonance) correlaciona els desplacaments quimics (o
chemical shifts) dins dels grups NH de la cadena polipeptidica. L’espectre bidimensional
del domini PDZ3 en tamp6 KH2POs 50 mM, pH 7.5, va ser registrat des de 25 a 60 °C
(Figura 4. 6-A).
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Figura 4. 6. Espectre de correlacié 1H-15N HSQC-RMN del domini PDZ3 en tamp6 KH2PO4 50 mM, pH 7.5,
des de 25 a 60 °C. A) Efecte de la temperatura sobre les intensitats dels pics obtingut per comparacié dels
espectres de correlacié 1H-15N adquirits a intervals de temperatura de 2.5 °C. Per simplificar-ho, la figura
mostra espectres adquirits cada 5 °C. Tots els pics es mouen cap a freqiiéncies majors (o cap a I'esquerra,
downfield) en I'espectre de proté a mesura que augmenta la temperatura. B) Representacié de I'estructura del
domini PDZ3 (codi PDB 3K82). En colors, es mostra el grau de pertorbacié de HSQC. Magenta: residus que
mantenen els seus pics en posicié i intensitat similar. Cian: residus que, tot i canviar les intensitats/volums,
mantenen la seva posici6 als 60 °C. Blau: residus que modifiquen la seva posici6 inicial ja que el pic desapareix
o canvia de localitzaci6 als 60 °C. C) Estructura secundaria i pertorbacié de HSQC a nivell de residu, usant el
mateix codi de color que a la figura B. Les regions amb tendéncia a I'agregacié (per TANGO) s6n marcades en

negreta.

L’analisi d’aquest espectre aporta informacio de les intensitats/volums dels pics de
cada residu en funci6 de la temperatura, i ha permes classificar-los en funcié de si

mantenen o no la disposicié conformacional de 'estat natiu després d’incubar a 60 °C.
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D’aquesta manera s’han identificat tres tipus de residus dins I'estructura globular
del domini PDZ3 (Figura 4. 6-B, C): els que mantenen la conformaci6 de I'estat natiu ja que
les intensitats/volums dels seus pics no decreixen significativament; els residus que, tot i
atenuar les intensitats/volums, mantenen la seva posicié6 nativa; i els residus que
modifiquen la seva posicié inicial, ja sigui perque el pic desapareix o canvia de localitzacié
als 60 °C.

Aquesta classificaci6 dins l'estructura globular del domini (Figura 4. 6-B, (),
mostra que els residus localitzats a les cadenes (1 i 85, les quals s’organitzen en un (-
hairpin antiparal-lel, son aquells que mantenen la seva disposicié. En contra, la fulla-f
formada per les cadenes 2, B3 i B4, sembla pateix un cert grau de desorganitzacié o
readaptaci6, juntament amb els residus de 'hélix-a1, la qual també es troba parcialment
inclosa com a regié amb tendéncia a I'agregacié, tal i com s’ha predit per l'algoritme
TANGO.

La permanéncia de la senyal de correlacié de la 1 i la 85 concorda perfectament
amb els resultats de FTIR, on part de la component en fulla-§ nativa és manté als 60 °C. Per
altra banda, la feblesa o desaparici6 de la senyal de la 2, 33 i B4 estaria relacionat amb la

fraccio6 de fulla-f3 nativa i flexible, responsable de I'aparicié de la banda d’agregats WL.

4.2. Efecte de la delecié de I’hélix-a3 sobre el plegament del domini PDZ3.

La importancia de I'hélix-a3 ha estat corroborada amb el paper regulador sobre les
propietats d’'unié del domini PDZ3 (Petit et al. 2009). Aquest domini presenta una
regulacio al-losterica a través de I'helix addicional, que no interacciona directament amb el
lligand. Al estudiar les propietats d’'unié del domini sense I'a3, es va observar que I'afinitat
varia notablement, depenent del peptid lligand, fins a 20 vegades menys. Aquesta variacid
de l'afinitat no sembla que estigui acompanyada d'un canvi conformacional, sin6é a
fenomens dinamics de caracter entropic.

Vista l'evident importancia d’aquesta heélix-a3, es va decidir estudiar les
consequiéncies de la seva eliminaci6 en el procés de plegament. Per aixo es va clonar i
purificar la construccié del tercer domini PDZ de la proteina PSD-95, amb deleci6 dels
ultims 10 residus del extrem C-terminal, la variant A10ct-PDZ3. Els experiments de
clonatge, expressio, i I'estudi del plegament del domini A10ct-PDZ3, han estat realitzats
per el Dr. Murciano-Calles, ]., de la Universitat de Granada, i es troben detallats a la seva
Tesi Doctoral, i al article en col-laboracié en espera d’acceptacid i publicacié(Murciano-

Calles 2011, Murciano-Calles et al. 2013).
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Un cop comprovat que I'afinitat del domini PDZ3 per al lligand KKETAV és major
(Ka = 1 uM) que la del domini A10ct-PDZ3 (K4 = 3.6 uM) (Murciano-Calles 2011), es va
estudiar, mitjangant DSC, I'efecte de I'’eliminaci6 de I'hélix-a3 en el plegament del domini.

La figura 4. 7 mostra les traces calorimétriques obtingudes préviament amb el
domini PDZ3 (Murciano-Calles et al. 2010) i les del '’A10ct-PDZ3 (Murciano-Calles 2011,
Murciano-Calles et al. 2013). Les dues transicions endotérmiques indiquen la presencia de
tres estats macroscopics en equilibri, reversibles, i independents a la velocitat de canvi de
temperatura (dada no mostrada). Al augmentar la concentraci6 de proteina, les dues
endotermes es separen, indicant un fenomen d’associaci6 del estat intermediari. La
primera endoterma (que correspon al equilibri N 2 [,) reflexa el procés d’associacié del
estat intermediari durant el desplegament, i és resultat de dos processos oposats: a) la
contribuci6 positiva del procés de desplegament de I'estat natiu, i b) el procés exotermic
de l'associacid del intermediari. La segona endoterma (corresponent al equilibri I, 2 D)
indica, Unicament, la pérdua de l'estat d’associacié (o dissociacié) donant lloc al estat
desplegat. Qualitativament, les dues construccions difereixen en que les transicions de
I’A10ct-PDZ3 s6n més agudes. Pero, la diferencia més important és el grau de reversibilitat

de 'A10ct-PDZ3 (un 10 %), forca inferior al del domini PDZ3 sencer (un 60 %).

160- A10ct-PDZ3
120

140- ooy
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Figura 4. 7. Corbes del desplegament termic del domini PDZ i A10ct-PDZ3 obtingudes per DSC. A
diferent concentraci6 de proteina, i en tampé KH2PO4 50 mM, pH 7.5, s’han obtingut els valors experimentals
(cercles grisos). L’analisi global s’ha realitzat a partir del model de tres estats (PDZ) o de quatre estats (A10ct-

PDZ3) i és representat amb una linia negra. Imatges extretes de Murciano-Calles 2011.
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Malgrat que el perfil de DSC versus la concentracid és molt semblant entre tots dos
constructes, el model 3 tres estats (nN 2 [, 2 nD) emprat per a I'analisi de DSC del domini
PDZ3 no s’ajusta a la traca calorimeétrica de 'A10ct-PDZ3, per tant ha calgut definir un nou
model de quatre estats per a descriure la desnaturalitzacié termica de 'A10ct-PDZ3, i que

és el seglient:

N
(1/n)In

Per tant, el desplegament del domini A10ct-PDZ3 conté tres processos en equilibri,
1) el pas del estat natiu al intermediari (N 2 I), al que segueix, 2)el desplegament complet
del domini (I 2 D), i per altra banda, i off-pathway, 3) l'equilibri d’associaci6 del
intermediari (I 2 (1/3) [3). Aixi, seguint aquest model, existeix un intermediari monomeric
en equilibri previ al procés d’associacio, el qual s’associara donant lloc a un oligomer
trimeéric, la mateixa estequiometria final que per al domini PDZ3 sencer.

A partir dels parametres termodinamics obtinguts del model de quatre estats, s’ha
fet un analisi de poblacions dels diferents estats en equilibri (Murciano-Calles 2011). A la
figura 4. 8 es pot observar que l'intermediari trimeric es pobla practicament al 100 % en el
interval de temperatura d’entre 50 i 85 °C, i que a concentracions baixes també es forma
de manera majoritaria (fins a un 90 %). Aix0 reflexa una diferencia important amb el
domini PDZ3 sencer, que a baixa concentracid I'intermediari tan sols arriba a ser el 50 %, i
dins d’'un rang de temperatura menor, de 65 a 85 °C. Pel que fa I'’estat monomeric, tot i ser
indispensable, no supera el 10 % de poblacié a cap temperatura, concloent que l'estat

oligomeric és més estable que el monomeric.
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Figura 4. 8. Distribucié de poblacions dels diferents estats en el desplegament térmic del domini PDZ3 i
del domini A10ct-PDZ3. Per a cada domini es mostra la distribucié de poblacions, obtingudes a partir de les

traces de DSC, a concentracié de 85 pM (linia continua) i 480 pM (linia discontinua). Imatges extretes de
Murciano-Calles 2011.

Per tant, gracies a l'excel-lent ajust a un model de quatre estats de les dades

calorimétriques, Dr.

realitzat per el Murciano-Calles, i els espectres de FTIR
deconvolucionats que es presenten a continuacié, es pot concloure que al delecionar la

tercera helix-a del PDZ3,

domini s’estabilitza l'intermediari, ja que apareix a

concentracions menors i es pobla en major proporci6 respecte I'estat natiu i desplegat.

4.2.1. Efecte de la delecié de I'hélix-a3 sobre I'agregacié del domini PDZ3.

Un cop caracteritzat el mecanisme de plegament del domini A10ct-PDZ3, s’ha
determinat l'efecte de la deleci6 de l'helix-a3 addicional sobre la via d’agregacié del

domini PDZ3. Per a fer-ho, s’han adquirit els espectres de FTIR del domini A10ct-PDZ3

natiu i a diferents temps d’incubaci6 a 60 °C.
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4.2.1.1. Espectre de FTIR del domini A10ct-PDZ3 natiu.

L’espectre de FTIR natiu (25 °C), de 'A10ct-PDZ3, genera sis bandes principals
centrades al voltant dels 1680, 1670, 1660, 1650, 1640, i 1630 cm-1; aixi com tres bandes
minoritaries als 1690, 1620, i 1605 cm'! (Figura 4. 9-A). Aquestes bandes son les mateixes
que les obtingudes en el domini PDZ3, per tant, podem confirmar que '’A10ct-PDZ3 manté
el tipic plegament dels dominis PDZ.

Tot i aix0, existeixen certs canvis respecte el PDZ3. Sorprenentment, la delecié del
I’hélix-a3 tan sols implica una disminuci6 del 2 % de la banda d’hélix-a, a 1650 cm-?,
constituint un 14 % de 'area total de l'espectre (Figura 4. 9-A/Taula 4. 4). A part que el
FTIR és una técnica de baixa resolucid, una possible explicacié seria que aquesta hélix es
troba empaquetada contra la fulla-$ flexible (cadenes B2, 3 i f4), que a al seu torn es
troba empaquetada contra I'hélix-al. La deleci6 de l'a3 resultaria en una millor
acomodacié de la fulla-f flexible i I'estabilitzacié de I'helix-al, compensant la pérdua de

component-a.

A) B)
i /
A\ v
e WAAYS S'AVAV A i
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Nombre d'ona (cm’') Nombre d'ona (cm')

Figura 4. 9. Descomposicio en bandes de I'espectre deconvolucionat de FTIR del domini A10ct-PDZ3
adquirit en tampé KH,PO, 50 mM, pH 7.5. A) 25 °C, B) després de 5 min a 60 °C. La banda de 1640 cm™
és representada en verd, i la banda de 1620 cm™ és representada en vermell. La resta de bandes s6n
representades en gris.

Per altra banda, tot i haver estat descrit que la delecié6 de I'a3 incrementa la
flexibilitat del loop B1-B3 (Mostarda, Gfeller & Rao 2012), per FTIR no es pot detectar

aquesta diferencia. De fet, la component en fulla-B flexible, centrada a 1640 cml,

disminueix en 'A10ct-PDZ3 respecte el PDZ3 sencer (del 28 al 21 %).
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Taula 4. 4. Descomposicié en bandes de I'espectre deconvolucionat de FTIR del domini A10ct-PDZ3
adquirit en tampo KH,P0O, 50 mM, pH 7.5, i comparacié amb els valors del domini PDZ3.

25°C 60 °C, 60 °C, 60 °C, 60 °C,
0 dies 4 dies 8 dies 16 dies

Centre Area |Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
(em™) (%) | (em™) (%) | (em™) (%) | (tm™) (%) (em™) (%)

PDZ3

Estructura secundaria

Girs-p 1694 1 1694 1 | 1695 2 | 1695 2 1695 2
Fulla-B antiparal-lela 1683 2 1684 4 | 1684 5 | 1684 8 1685 4
d'alta freqiiéncia 1679 6 1676 2 | 1676 7 | 1677 4 1677 9
Girs-B 1669 9 1670 17 | 1668 9 | 1668 13 | 1667 9
Loops / Girs-B 1659 16 | 1658 11 | 1659 13 | 1658 9 1658 10
Helix-a 1649 18 | 1648 16 | 1649 13 | 1648 14 | 1648 14

Fulla- flexible /
Random coil

Fulla-B antiparal-lela de
baixa frequiéncia

1640 24 1640 13 1640 15 1640 12 1640 11

1630 16 1631 15 1631 12 1631 13 1631 12

WL /Amiloide 1621 4 1620 17 1619 22 1619 22 1620 25
Cadenes laterals 1605 2 1606 2 1606 2 1606 3 1605 4
25 °C 60 °C, 60 °C, 60 °C, 60 °C,
A10ct-PDZ3 . . . .
0 dies 4 dies 8 dies 16 dies

Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area

Estructura secundaria m?) %) | (m?) @) | (m?) @) | ) %) | m) (%)

Girs-B 1692 2 | 1691 4 1694 2 1695 3 1694 4
Fulla- antiparal-lela 1677 9 1683 12 | 1684 13 1684 16
d’alta fregiiéncia 1669 7 | 1679 10 | 1670 17 | 1676 7 1670 24
Girs-B 1659 15 | 1668 8 1659 10 | 1667 15 1659 8
Loops / Girs-B 1649 14 | 1659 13 | 1650 10 | 1659 7 1650 11
Helix-a 1641 21 | 1649 10 | 1640 14 | 1651 13 1641 11

Fulla- flexible /
Random coil

Fulla-B antiparal-lela de
baixa freqiiencia

WL /Amiloide 1607 4 1619 29 1606 3 1618 16 1605
Cadenes laterals 1692 2 1606 3 1694 2 1606 3 1694 4

1631 22 1641 13 1631 8 1641 11 1631 8

1621 6 1631 11 1618 25 1631 12 1621 17

Al contrari passa amb la fulla- estable (atribuida a les cadenes 1 i 85), localitzada
a la banda de 1630 cm, que incrementa clarament en la variant A10ct-PDZ3 (22% per
I’A10ct-PDZ3 versus el 14% en el PDZ3) (Figura 4. 9-A/Taula 4. 4). Per tant, 'increment de
la banda de 1630 cm! és deguda a I'estabilitzacid, i per tant, disminucié de la component
en fulla-f flexible, a 1640 cm-l. Aquesta estabilitzaci6é general de les fulles-f podria ser la
raé de que, malgrat la baixada de reversibilitat del desplegament de 1'’A10ct-PDZ3
(aproximadament del 10 %), l'estabilitat del domini A10ct-PDZ3 no decreixi
dramaticament respecte el PDZ3 sencer (AGy.p PDZ3 = -39 + 6 k]-mol-!, AGn.p A10ct-PDZ3
=-28 10 k]-mol1).

En el cas de I'A10ct-PDZ3, l'estat natiu conté un tant per cent de fulla-f

WL/Amiloide, atribuida a la banda de 1620 cm'!, lleugerament superior que el domini
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PDZ3 (Taula 4. 4), una caracteristica que podria indicar una major tendéncia inicial del
domini A10ct-PDZ3 per entrar a la via amiloide. Sigui com sigui, aquest valor no és massa
acurat, i la informacié sobre el procés d’agregacié a 60 °C hauria de clarificar aquesta

consideraci6 inicial.

4.2.1.2. Espectre de FTIR del intermediari d’agregaci6 de I’A10ct-PDZ3.

Els canvis conformacionals de la variant A10ct-PDZ3 un cop incubada a 60 °C, han
estat estudiats després de ser equilibrada durant 5 min, i després de ser incubada durant
4, 8,116 dies.

Després de 5 min a 60 °C, '’A10ct-PDZ3 mostra un increment de la regié que
correspon als loops/girs-f3, i aquest increment és progressivament major durant la
incubacié (Figura 4. 9-B/Taula 4. 4); per exemple, a 25 °C aquesta banda representa el 33
% de I'area total del espectre, mentre que als 16 dies el valor ja arribar a ser del 52 %
(Taula 4. 4). Pel que fa a la component en helix-a, disminueix un 4 % després de la primera
incubacié pero s’incrementa després dels 8 dies sense recuperar el 14 % inicial. Aquest
patr6 de canvi conformacional de les helix-a també es déna en el domini PDZ3 pero a
partir dels 4 dies d’incubacid, i recuperant totalment el tant per cent als 16 dies (Taula 4.
4).

Pel que fa al percentatge de component-f3, després d’incubar durant 5 min, canvia
de forma drastica. Totes dues fulles-f natives, la flexible i 'estable, es perden a favor de la
component en agregats-f3, la banda de 1620 cm-?, que creix del 6 al 29 %. En el domini
PDZ3 sencer, la fulla-f estable es manté més o menys constant al llarg de tots els temps
d’incubacié, i la component-f3 flexible també decreix, pero, de nou, ho fa a partir dels
quatre dies.

Tot i 'important augment de la banda a 1620 cm! als 5 min d’incubaci6, assolint el
29 % de l'area total, a partir d’aqui disminueix progressivament a favor de l'increment en
loops i girs-B, tal i com s’ha mencionat anteriorment. Després de 16 dies d’incubacio, la
banda d’agregats-f3 representa el 17 % de I'espectre.

Aquesta rapida reorganitzaci6 fa pensar que, I'estat intermediari monomeéric ja es
troba en conformaci6 de fulla-f compacta (banda a 1620 cm), fent possible les

interaccions intermoleculars que donen lloc a la seva associaci6 i oligomeritzacio.
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4.3. Interaccié helix-a3 i loop 32-B3 i el seu efecte sobre I'agregaciéo del domini

PDZ3.

A part de la variant A10ct-PDZ3, s’ha realitzat un analisis mutacional sobre els
residus implicats en les interaccions entre el domini i I'helix-a3, concretament les
interaccions entre la Lys355 ($4) i el Glu401 (a3), mutacié E401R, i 'establerta entre el
Glu334 (loop B2-B3) i 'Arg399 (a3), mutaci6 E334L/Q. També s’ha indagat sobre la
rellevancia de la circularitzaci6, en forma d’anell de succinimida, del residu Asp332 a

través de les mutacions D332G/P, aquest ultim emularia I'efecte de 'aspartic circularitzat.

4.3.1. Estructura secundaria del estat natiu dels mutants de PDZ3.

A 25 °C les estructures secundaries irregulars, loops i girs-B, que es situen la regid
de 1690-1660 cm!, creixen clarament en els mutants localitzats al loop 2-f3 (D332 i
E334), pero no per aquells on s’han mutat residus de I'hélix-a3 (E401R i A10ct-PDZ3)
(Figura 4. 10/Taula 4. 5). Aix0 implica un cert grau de descompactacié de I'estat natiu
degut a 'alteracio6 de la regié del loop $1-32. Pel que fa a la banda de fulla-§ flexible (1640
cml), disminueix en tots els mutants, mentre que la estable (1630 cm), incrementa
lleugerament, tot i no ser un canvi tan obvi com en el cas de I'’A10ct-PDZ3. Per altra banda,
la component en agregats-f3 dels diferents mutants és molt similar a la del PDZ3 (un 3-4 %

de I'area en tots els casos).

50
- U
&= E401R
40 @ E3ML
£ S 3340
g S 3320
@ . 3300
=
c 30
T
o
=
@ ]
20
@ .
z
< 10
o - [

1690-1660 1650 1640 1630 1620

Nombre d'ona {cm'1]

Figura 4. 10. Comparacié dels principals components de I'espectre natiu de FTIR dels mutants del

domini PDZ3, adquirits en tamp6 KH2P04 50 mM, pH 7.51ia 25 °C.
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- Mutacié E401R (helix-a3).

El residu Glu401 és localitza a I'extrem C-terminal de I'helix-a3; el fet de mutar-lo
per un residu d’arginina implica la introducci6 de carrega positiva, que permet la
interaccié d’aquest amb 1'altim grup carboxil de I'hélix, disminuint el dipol eléctric del
motiu estructural i, com a conseqiiéncia, aquest és estabilitzat. Per altra banda, aquesta
mutacid trenca la interaccid entre el Glu334 (de I'a3) i la Lys355 (de la cadena-f34), que
desestabilitzaria la helix-a. Els dos efectes oposats resulten en una nul-la alteraci6 de la
component en helix-a, centrada a 1650 cm-! (Figura 4. 10/Taula 4. 5). En canvi, respecte a
la fraccio en fulla-8, la mutacid causa la seva estabilitzacio, incrementant la banda de 1630

cm-! a expenses de la de 1640 cm?, de forma similar al cas de ’A10ct-PDZ3.

- Mutaci6 E334L/Q (loop B2-p3).

Les mutacions en el residu Glu334 causen un major contingut en estructures
secundaries irregulars (1690-1660 cm-1; 39 % i 40 % per E334L i E334Q, respectivament,
respecte el 34 % per PDZ3), a expenses de la fracci6 en fulla-§ flexible, que disminueix més
d’un 20 % (Figura 4. 10/Taula 4. 5). Aquest augment s’explica perqué el Glu334 estableix
unié amb I'’Arg399 (hélix-a3), i mutar-lo implica la perdua de la interacci6 i conseqiient
desestabilitzacié del loop 2-B3 (Camara-Artigas et al. 2010). Les fraccions d’helix-a i

d’agregats-f3 es mantenen practicament inalterades respecte el PDZ3.

- Mutacié D332G/P (loop 32-B3).

Les mutacions al residu Asp332, situada al loop $2-33, causen el major increment
en estructura secundaria irregular d’entre tots els constructes de PDZ3, sent un 45 % i 42
% per D332G i D332P, respectivament, respecte el 34 % del PDZ3 (Figura 4. 10/Taula 4.
5). Especialment, augmenta la flexibilitat del loop quan s’'introdueix un residu de glicina.
L’anell de succinimida format per aquest residu en el PDZ3, que sembla que disminueixi
aquesta flexibilitat (Camara-Artigas et al. 2010), no pot formar-se espontaniament en
aquests dos mutants, pero I'efecte és mimetitzat pel residu de prolina.

Mutar I'Asp332 implica una lleugera reduccié de la fracci6 en helix-a (13 %
respecte el 16 % per PDZ3), per una possible desestabilitzaci6 de I'a3.

La banda de fulla-f flexible decreix per a tots dos mutants, un 20 % i un 23 % per
D332G i D332P, respectivament, respecte el 28 % per PDZ3. Tot i aixo0, la B-estable es
manté inalterada, sent I'estructura irregular (1690-1660 cm) la que es veu incrementada

(Figura 4. 10/Taula 4. 5).
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Taula 4. 5. Descomposicié en bandes de I'espectre deconvolucionat de FTIR dels mutants del domini

PDZ3 adquirit en tamp6 KHzP04 50 mM, pH 7.5, i comparacié amb els valors del domini PDZ3.

PDZ3 E401R D332G D332P E334L E334Q
25°C. 0 di Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
» 0 dles (em?) (%) | (em?) (%) | (em?) (%) | (em?) (%) | (m?) (%) | (m?) (%)
Girs-p 1694 1 1692 3 1691 9 1601 7 1691 5 1691 6
::j;;a(;gnac?: d'alta 1680 8 1680 8 1679 10 | 1679 10 | 1679 9 1679 9
Girs-B 1669 9 1669 8 1668 9 1668 9 1668 9 1668 9
Loops/Girs-B 1659 16 | 1659 16 | 1659 16 | 1659 17 | 1659 17 | 1659 17
Helix-a 1650 16 | 1649 17 | 1649 13 | 1649 13 | 1649 15 | 1649 15
;::z;fr:'iz'i?'e/ 1640 28 | 1640 24 | 1641 20 | 1641 23 | 1641 24 | 1640 22
EZ:';E;:EE :iia 1630 14 | 1631 16 | 1630 14 | 1630 14 | 1630 15 | 1630 15
WL/Amiloide 1620 4 1621 3 1621 4 1621 3 1621 3 1621 3
Cadenes laterals 1606 4 1605 5 1605 5 1605 4 1605 4 1605 4
60 °C. 5 min Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
’ ! (em™) (%) | (em) (%) | (em?) (%) | (emY) (%) | (m?) (%) | (m?) (%)
Girs-p 1695 1 1691 4 1691 8 1601 8 1691 6 1691 7
FuIIa“—[‘?: ar‘m. d’alta 1684 )
frequencia
1676 9 1679 10 | 1678 11 | 1678 11 | 1679 10 | 1678 10
Girs-p 1669 7 1669 8 1668 9 1668 9 1668 9 1668 9
Loops/Girs-B 1659 15 | 1659 13 | 1659 14 | 1659 14 | 1659 13 | 1659 14
Helix-a 1649 16 | 1649 10 | 1648 10 | 1648 10 | 1649 10 | 1649 11
;:"'1‘:,' f":'iz;?'e/ 1640 19 | 1641 14 | 1641 14 | 1641 14 | 1641 14 | 1641 15
Eg:'xaj;:zé:iia 1631 16 | 1631 11 | 1630 11 | 1630 12 | 1630 11 | 1630 12
WL/Amiloide 1620 12 | 1619 26 | 1620 19 | 1620 17 | 1619 23 | 1620 19
Cadenes laterals 1606 3 1606 4 1608 4 1609 4 1608 4 1608 2
60 °C. 4 dies Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
’ (em™) (%) | (em) (%) | (em?) (%) | (em) (%) | (m?) (%) | (m?) (%)
Girs-B 1692 2 1694 1 1695 1 1695 1 1695 1 1695 1
:i;au_éﬁnac?:. d'alta 1679 12 | 1681 11 | 1683 6 1683 7 1682 11 | 1683 5
Girs-B 1668 8 1668 12 | 1672 12 | 1669 15 | 1668 12 | 1671 13
Loops/Girs-B 1658 13 | 1658 10 | 1658 18 | 1659 8 1659 10 | 1659 12
Helix-a 1648 13 | 1649 12 | 1647 9 1649 14 | 1649 13 | 1648 16
;:""anf,";’;",'l"e/ 1640 13 | 1640 12 | 1640 10 | 1640 10 | 1640 13 | 1640 6
E‘;:Laagrzztu'e ‘iiia 1631 13 | 1631 10 | 1631 11 | 1631 11 | 1630 11 | 1632 15
WL/Amiloide 1620 22 | 1619 28 | 1619 30 | 1619 30 | 1619 25 | 1619 27
Cadenes laterals 1606 4 1606 4 1606 4 1606 4 1606 4 1606 3
60 °C. 8 dies Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area
» & (em?) (%) | (em™) (%) | (em?) (%) | (em?) (%) | (m?) (%) | (m?) (%)
Girs-B 1692 2 1694 3 1694 2 1694 2 1695 1 1694 2
Eg;a[;gnac?:' d'alta 1683 12 | 1683 10 | 1683 11 | 1682 13 | 1683 10
1679 12
Girs-p 1668 8 1670 19 | 1669 19 | 1670 20 | 1670 9 1669 16
Loops/Girs-B 1658 13 | 1659 10 | 1659 9 1659 9 1659 15 | 1659 10
Helix-a 1648 13 | 1650 8 1650 9 1650 8 1649 8 1650 10
;:"',jfn:'z;?le/ 1640 13 | 1641 15 | 1641 14 | 1641 15 | 1641 15 | 1641 14
Fulla-B anti. de
baixa freqiencia 1631 13 | 1631 7 1631 8 1631 7 1631 9 1631 9
WL/Amiloide 1620 22 | 1619 23 | 1619 25 | 1619 24 | 1619 25 | 1619 25
Cadenes laterals 1606 4 1606 4 1606 4 1606 4 1606 4 1606 5
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PDZ3 E401R D332G D332P E334L E334Q

60 °C. 16 dies Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area | Centre Area

’ (m?) (%) | (em”) (%) | (em”) (%) | (em?) (%) | (em’) (%) | (m?) (%)
Girs-B 1694 1 1694 3 1694 2 1694 2 1695 1 1695 1
Fulla-Banti.d'alta | 1oy 10 | 1683 14 | 1683 13 | 1683 11 | 1682 10 | 1681 10
frequéncia
Girs-B 1668 11 1669 23 1669 20 1669 20 1670 9 1670 7
Loops/Girs-B 1659 12 1658 8 1658 9 1658 9 1659 15 1659 18
Helix-a 1649 16 1649 10 1650 9 1650 9 1648 13 1648 14

Fulla-B flexible/
Random coil
Fulla- anti. de
baixa freqliencia
WL/Amiloide 1621 19 1619 18 1619 22 1619 23 1619 25 1620 24
Cadenes laterals 1607 3 1607 4 1606 4 1606 4 1606 3 1606 3

1640 11 1640 14 1641 15 1640 15 1640 10 1640 8

1630 18 1630 7 1631 6 1631 7 1631 14 1631 16

4.3.2. Estructura secundaria del intermediari d’agregacié dels mutants de

PDZ3.

Els canvis conformacionals dels diferents mutants del domini PDZ3, un cop
incubats a 60 °C, han estat estudiats després de ser equilibrats durant 5 min, i després de

ser incubats durant 4, 8, i 16 dies.

- Mutacio E401R (helix-a3).

A la mutaci6 E401R, la regié corresponent a loops/girs-f (1690-1660 cm1) es
manté invariable fins als 8 dies d’incubacié, quan es déna un clar increment de la

component, i que és major als 16 dies (Figura 4. 11/Taula 4. 5).
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Figura 4. 11 Evoluci, en funcié del temps d’'incubacié a 602C, dels principals components de I’espectre

natiu de FTIR del mutant PDZ3-E401R, adquirits en tampé KH2PO4 50 mM, pH 7.5.

La banda de les hélix-a (1650 cm!) i de fulles-f (tan flexible com estable, 1640 i

1630 cm1), disminueixen progressivament durant la incubacid, a favor de la banda
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d’agregats-f. Aquesta banda, pero, disminueix lleugerament a periodes d’incubaci6 llargs
(8116 dies), que és quan augmenten les estructures irregulars ja comentades.

En aquest mutant, que a priori estabilitza la hélix-a3, sorprenentment la
disminueix després dels 5 min a 60 °C (Figura 4. 11/Taula 4. 5). S’ha de tenir en compte
que la mutaci6 evita la interacci6 entre el Glu401 i la Lys355 (a la $4), pel que es dedueix
que l'energia d’aquesta interaccié és major que l'energia que es guanya en disminuir el
dipol eléctric de I'helix-a. Sigui com sigui, segueix el mateix comportament que la variant

A10ct-PDZ3, tal i com s’ha explicat en apartats anteriors.

- Mutacié E334L/Q (loop B2-B3).

Els dos mutants de la posicié Glu334, els E334L/Q (Figura 4. 12/Taula 4. 5),
segueixen un comportament similar. La regié de loops/girs-3 decreixen progressivament
durant la incubaci6, mentre que la banda d’helix-a fluctua al voltant del valor obtingut a 25
°C. Les bandes de fulla-f flexible i estable, a 1640 i 1630 cm!, respectivament,
disminueixen durant la incubacié, en concordanga amb l'increment de la banda de
agregats-B, a 1620 cm'l. Tot i aixo, als 16 d’incubacid, la fulla-f estable tendeix a

recuperar-se cap als valors inicials, especialment en el cas del mutant E334Q.
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Figura 4. 12. Evolucié, en funcié del temps d’incubacié a 602C, dels principals components de
I'espectre natiu de FTIR dels mutant PDZ3-E334L/Q, adquirits en tampé KH,PO, 50 mM, pH 7.5.

- Mutacio D332G/P (loop B2-$3).
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Pel que fa al mutant D332G, és comporta de manera semblant als del residu
Glu334. La regié dels loops/girs-f decreix progressivament durant la incubacio, mentre
que la banda d’hélix-a fluctua al voltant del valor obtingut a 25 °C. Les bandes de fulla-3
flexible i estable, a 1640 i 1630 cm'!, respectivament, disminueixen progressivament
durant la incubacié. La banda dels agregats-3, a 1620 cm-1, incrementa significativament
als 5 min a 60 °C. El mutant D332P també segueix aquesta tendencia, malgrat que la regid
de loops/girs-f tan sols varia als quatre dies d’incubacid; que es mantinguin les
estructures irregulars pot ser degut a les restriccions conformacionals del residu de
prolina. Cap dels dos mutants, a diferencia dels del Glu334, recuperen part de I’estructura

en fulla-f3, ni la estable ni la flexible (Figura 4. 13 /Taula 4. 5).

BQ — &0
D332G R [ih kg LR
& | S G o A 0TS
-y = =51 1 a7y = =0 4 g G
i | 8 s e = It
; | — e T = . o 6
a 40 3 40 L
= =
3 8
o 3a m i)
T -
m 20 m o
o i
o [ |ﬂ]|| i ||ll|
o - — — 0 l— - —_—
1690-1660 1650 1640 1630 1620 1680-1660 1650 1840 1630 1620
Nombre d'ona (cm™1) Nombre d'ona (em™ 1)

Figura 4. 13. Evolucié, en funcié del temps d’incubacié a 60 °C, dels principals components de
I'espectre natiu de FTIR dels mutants PDZ3-D334G/P, adquirits en tamp6 KH,PO, 50 mM, pH 7.5.

4.4. Analisis calorimetric (DSC) del mutants del domini PDZ3.

Tal i com s’ha fet amb el domini PDZ3 sencer i el A10ct-PDZ3, per a cada un dels
mutants s’han realitzat experiments de DSC. Aquests experiments i I'analisi de resultats
han estat desenvolupats pel Dr. Murciano-Calles, ], de la Universitat de Granada
(Murciano-Calles 2011).

Comparant el perfil de DSC dels diferents mutants (Figura 4. 14), tots ells mostren
una major similitud amb el perfil del domini PDZ3 ja publicat (Murciano-Calles et al.
2010), que no amb la variant A10ct-PDZ3. Conseqiientment, les traces calorimetriques
dels mutants han estat ajustats al model de tres estats (nN & I, 2 nD) emprat per al PDZ3
sencer, enlloc del model de quatre estats de 'A10ct-PDZ3. Amb excepcié del mutant

E401R, I'ajust ha estat assolit amb una bona convergéncia, obtenint aixi els parametres
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termodinamics de 'equilibri d’associaci6, de I'estat natiu, i del desplegat, de la mateixa

manera que pel domini PDZ3 (Murciano-Calles et al. 2010).
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Figura 4. 14. Comparacio de les corbes del desplegament térmic del domini PDZ3 i les seves variants

obtingudes per DSC. Imatges extretes de Murciano-Calles 2011.

En el cas del mutant E401R, no es va obtenir cap convergencia raonable mitjancant
el model de tres estats, per tant, es va optar per ajustar-lo sobre el nou model de quatre

estats descrit per a la variant A10ct-PDZ3.

El conjunt de parametres termodinamics obtinguts de les diferents variants del
domini PDZ3, a partir de les dades de DSC i en funci6 de si segueixen un model de tres o

quatre estats, es troben recollits a la taula seglient:

Taula 4. 6. Parametres termodinamics del desplegament téermic del domini PDZ3 i les seves variants.
Les dades han estat obtingudes a partir de 'analisi de DSC amb el model de tres o quatre estats, depenent de la

variant. Dades obtingudes per Murciano-Calles, ]..

Model de tres estats

Tun AHyN(Tun) AGy.n(298) Tinu AH 0. y(Tinu) AGn.y(343)

(eC) kJ-mol™ kJ-mol™ (eC) kJ-mol™ kJ-mol™
PDZ3 70.4 £ 0.5 335+ 20 3916 79.2+1.2 -130 £ 20 -25 15
D332G 70.1+£1.5 360+ 40 33+8 88.6+2.0 -145 + 40 247
D332P 71.6+2.0 360 £ 25 3317 89.9+2.0 -160 + 30 -25+5
E334L 67.4+1.3 300+ 10 (1-3) 2514 96.0+1.5 -145+ 20 -24+3
E334Q 70.1+£1.5 370+ 25 3216 89.0+ 1.5 -145 + 20 -41 +£10
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Model de quatre estats

Tin OH, g AGy Tos OHy, AGy, T OH . AGn, AGy.n
(2€) (Tin) B (298) 1 (20) (Tu) B (298) L (°0) (Tina) B (343) B (298) .
kJ-mol kJ-mol kJ-mol kJ-mol kJ-mol kJ-mol kJ-mol
A10ct-PDZ3 51.6+3 250120 28+8 7853 215+10 17+6 1246+4 -135+15 -27%5 28 +10
E401R 64.4+3.' 315430 57+10 87.5+7 300+25 35+12 127.7+4 -115+20 -24%6 8120

Al comparar els valors de AG, sembla ser que els mutants a les posicions E332 i
D334 presenten estabilitats similars al domini PDZ3 pero tenen una major tendéncia a
I'agregacio, tal i com s’ha observat per FTIR. Pel que fa a la mutaci6 E401R, clarament
presenta una estabilitat molt superior al PDZ3 i resta de variants, pero no sembla que

tingui una major tendéncia a l'agregacio, segons s’extrau del analisi per FTIR.
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5. DISCUSSIO.

5.1. La fulla-@ flexible déna lloc a I'agregacié del PDZ3.

La banda d’amida I’ de I'espectre de FTIR, es localitza entre els 1700 1 1600 cm- i,
basicament, sorgeix de la vibraci6 del enllag C=0 de 'esquelet peptidic. L’assignaci6 de les
diferents estructures secundaries dins la regié d’amida I’ resulta complicada degut a
I'elevada sensibilitat de la radiacié infraroja davant de factors estructurals i ambientals
(Arrondo et al. 2003). L’assignacié més compromesa és la dels girs-, on diferents bandes
es localitzen dins la regié d’entre 1700 i 1660 cm-!. Els pics centrats a 1670 i 1660 cm-!
son, generalment, assignats a elements d’estructura secundaria irregulars, com ara els
girs-B (Byler, Susi 1986), tot i que els loops estables també contribueixen a la banda de
1660 cm-! (Heredia, De Las Rivas 2003). Per més dificultat, la banda propera als 1680 cm!
és assignada a la component en fulla-B antiparal-lela d’alta freqiiencia, la qual no és
detecta en estructures en fulla-f§ paral-lela ((Chirgadze, Nevskaya 1976, Goormaghtigh,
Cabiaux & Ruysschaert 1994, Zandomeneghi et al. 2004). A més, també dins aquesta regio
de 1700-1660 cm, la banda de 1690 cm-1, quasi negligible, ha estat atribuida a la fulla-8
paral-lela (Chirgadze, Nevskaya 1976), tot i que alguns autors la identifiquen com a girs-f3
(Olinger et al. 1986).

Pel que fa a la regi6 de 1655-1630 cm, el pic al voltant de 1650 cm! és indicatiu
de contingut en helix-a, mentre que els pics a 1645-1640 cm! i 1640-1630 cm,
corresponent a random coil i fulla-B, respectivament (Arrondo, Goni 1999).

Com a regla general, un increment en interaccions d’hidrogen resulta en un
desplacament cap numeros d’ona més baixos, el qual explicaria perque els agregats de
tipus WL contenen pics de fulla- centrades a 1630-1620 cm, i els agregats amiloides a
1620-1615 cm'! (Zandomeneghi et al. 2004). L’espectre de l'estat intermediari del domini
PDZ3, a 60 °C, mostra un augment del 18 % de la banda de 1620 cm, al limit entre la regid
WL i 'amiloide (Figura 4. 1/Taula 4. 1). Aquests dos tipus d’agregats-§ segueixen vies
d’agregaci6 diferents, les fibres amiloides segueixen una cinetica depenent de nucleacié
(sigmoidal, cooperativa), mentre que les fibres WL no en sén dependents, sin6 que creixen
exponencialment i de forma no cooperativa (Gosal et al. 2005). Préviament, s’ha reportat
que el domini PDZ3 uneix el fluorofors ThT i ANS durant la cinetica d’agregacié, i que ho fa
de manera exponencial (Murciano-Calles et al. 2010). Conseqiientment, el procés no
requereix d'un nucli previament format, estable i ja organitzat en estructura- ordenada.
Per acabar de discernir si la component de FTIR en fulla- a 1620 cm! correspon a fibres

WL o amiloides, s’han obtingut imatges per TEM (Figura 4. 4). La preséncia de fibres
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corbades i relativament curtes definitivament confirma que els agregats del domini PDZ3
son fibres WL.

Desafortunadament, la concentraci6 de proteina i la temperatura emprada per als
assajos de citotoxicitat han de ser diferents dels usats per a I'estudi d’agregaci6 per FTIR.
Tenint en compte que el procés d’agregacié del domini PDZ3 ha estat descrit com a
reversible (Murciano-Calles et al. 2010), és important anar en compte a l'hora
d’interpretar els resultats de cultius cel-lulars (Figura 4. 5). A les condicions assajades, la
via d’agregaci6 pot haver-se desplagat cap a estadis inicials de l'agregaci6, com per
exemple 'oligdmer trimeéric, quan el domini agregat a 60 °C és diluit 10 vegades als cultius
i incubat durant 24 h a 37 °C. Tot i aix0, és important determinar si els precursors de
I'agregaciéo WL del domini PDZ3 sén citotdxics o no, pel fet de que altres estats oligomeérics
han estat descrits com a especies citotdxiques en determinades proteines amb tendencia a
I'agregaci6 (Chiti, Dobson 2006), com també no toxiques per a altres (Marin-Argany et al.
2011). A més, la citotoxicitat dels agregats de PDZ3 incrementa a mesura que augmenta el
temps d’incubacié a 60 °C previ als cultius. Per tant, sembla que la via d’agregaci6 del
domini és, tan sols, parcialment reversible, i que aquesta reversibilitat decreix a mesura
que avanca el procés d’agregacié cap a estadis finals. De fet, s’ha demostrat previament,
que els agregats formats durant més de 16 dies, es mantenen en solucié tot i disminuir la

temperatura als 25 °C (Murciano-Calles et al. 2010).

5.2. Importancia de la cadena-f83 en la reorganitzacié de la fulla-g flexible.

Els experiments de FTIR a 25 °C (Figura 4. 1/Taula 4. 1) revelen un contingut en
helix-a inferior a aquell determinat a partir de les dades cristal-lografiques (codi PDB
3K82) (Camara-Artigas et al. 2010). L’explicacié més plausible a aquesta diferencia seria
que lI'hélix-al, empaquetada contra la fulla-f flexible, pateix una desorganitzacié en
solucié. Aixi, la disminuci6é de la fraccié d’helix-a després de la incubacié a 60 °C seria
deguda a la pérdua de I'hélix-al, mentre que I'a2 i I'a3 es mantindrien intactes en I'estat
intermediari. Aquest fet també s’explica amb I'espectre de correlaci6 de 'H-15N, el qual
mostra que part dels residus que es mantenen intactes en funcié de la temperatura,
estableixen contactes directes amb I'hélix-a2 (Figura 4. 6).

Tal i com s’ha descrit més amunt, la banda d’infraroig de 1660 cm-! correspon a la
fraccié de girs-f3 i loops, i decreix al incubar a 60 °C (Figura 4. 1). El domini PDZ3 conté 4
regions loop majors de 4 residus, el loop $1-B2, el B2-B3, 'al-p4, i el loop 34-a2. Els loops
B2-B3 i al-B4 podrien ser els responsables de la disminucié de la banda de FTIR a 1660
cml, ja que es troben localitzats dins la regi6 de la molécula que és flexible i que es

desorganitza durant I'agregacid, d’acord amb els experiments de HSQC-RMN (Figura 4. 6).
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El loop B1-B2 es troba proper a la fulla- formada per les cadenes estables $1 i 35, pero
com que la cadena-B2 pateix cert grau de desorganitzacio, es fa dificil discernir si aquest
loop també participa a disminuir la banda de 1660 cm! o no. A part, el loop 4-a2 es troba
empaquetat contra 'a2, i conté aquells residus que es mantenen conformacionalment, a
part dels de les cadenes 31 i 85, i que interaccionen amb l'a2, per tant, és evident que
aquest loop manté la seva conformacio nativa.

Pel que fa a I'algoritme TANGO, emprat per a determinar les regions amb tendéncia
a l'agregaci6 (Fernandez-Escamilla et al. 2004), el domini PDZ3 mostra una tendéncia
practicament nul-la en tot el domini amb excepcio6 dels residus 335-344 (que formen part
del motius estructurals 33-a1l), i dels residus 384-392 (localitzats a la cadena (35) (Figura

4.14-A).
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Figura 4. 15. Analisis per TANGO de les regions propenses a I'agregaci6 del domini PDZ3. A) Estructura
secundaria i regions amb tendéncia a l'agregacié. La regié dels residus 335-344 (B3-al) és marcada en
vermell, mentre que la regi6 dels residus 384-392 (85) és marcada en taronja. B) Representacié del model
tridimensional de l'estructura del domini PDZ3 (codi PDB 3K82), on es mostren les dues interficies amb
tendéncia a 'agregacié. Adopten una estructura en fulla-§ i es localitzen en cares oposades de I'estructura
globular. Es representen tres punts de vista diferents de la molecula, rotats 90 °C.

La disposici6 tridimensional d’aquests residus dins I’estructura resolta a partir de
la difraccié de raigs-X (Camara-Artigas et al. 2010), mostren dues superficies principals
localitzades en cares oposades a I’estructura globular (Figura 4. 14-B), facilitant que cada
monomer interactui amb altres dos addicionals, formant el trimer oligomeric precursor de

I'agregaci6 (Murciano-Calles et al. 2010). Justament, la regié 3 i al, que és la que presenta
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més tendéncia a agregar, forma part de la fulla-f3 flexible que es reorganitza durant la
fibril-lacié, tal i com s’ha resolt anteriorment. Perd pel que fa a la regié de la cadena
superficial 85, tot i ser predita per TANGO, manté la conformacié nativa durant I'agregacio.
Aquesta contradiccié s’explica pel fet de que agregacié no implica directament formacid
amiloide (Rousseau, Schymkowitz & Serrano 2006), i TANGO reconeix patrons amb
tendéncia a l'agregaci6 amorfa, no amiloide ni fibril-lar. En canvi, 'algoritme PASTA
(Trovato et al. 2006), que prediu estructures involucrades en la formaci6 d’agregats
ordenats en fulla-f creuada, tan sols reconeix la regi6 de fulla-f flexible com a precursora
de I'agregacid, d’acord amb els nostres resultats obtinguts.

Un altre dada que corrobora que la fulla-f flexible es la que pateix una
reorganitzacié estructural que doéna lloc al intermediari ric en estructura-§, és que la
preséncia del péptid lligand KKETAV, el de major afinitat pel domini PDZ3 (Ky; = 1 uM),
afecta I'estabilitat del estat natiu, perod no la del intermediari d’agregacié (Murciano-Calles
et al. 2010). Fet que s’explica perqué la butxaca d'uni6 a lligands, que es localitza a la
cavitat entre la cadena-2 i I'hélix-a2, es veu pertorbada durant la via d’agregacié. A més,
el loop B2-B3 juga un paper important en la uni6 de peptids (Mostarda, Gfeller & Rao

2012), i també es veu alterat degut a la desorganitzaci6 de les cadenes 2 i 33.

5.3. Rol de I'hélix-a3 en el plegament i 'agregacioé del domini PDZ3.

Una comprensiva interpretacié dels resultats obtinguts d’estudiar la via de
plegament i d’agregacié de la variant A10ct-PDZ3, emprant com a referencia el domini
PDZ3 sencer, on s’inclou I'hélix-a3 al extrem C-terminal, ens permet confirmar que
aquesta helix és un element regulador del plegament del domini PDZ3.

La delecié de I'helix-a3 no evita la reorganitzacié que genera l'estat intermediari,
préviament detectat en el PDZ3 (Murciano-Calles et al. 2010). Pero, tot i que l'analisi
calorimétric (DSC) mostra una estequiometria trimerica en els estadis inicials de
I'associacid, tal i com ho fa el PDZ3, en el cas de '’A10ct-PDZ3 aquesta associacio6 trimerica
no s’ha pogut detectar ni per cromatografia d’exclusié molecular, ni per DLS, on es
detecten particules de grandaria superior (Murciano-Calles 2011). Aquesta caracteristica
podria ser conseqiéncia de la no reversibilitat dels agregats de I’A10ct-PDZ3, mentre que
la presencia de l'a3 genera un cert grau de reversibilitat dels estats oligomerics
(Murciano-Calles et al. 2010). Aixi, la rapida inter-associacié de les particules trimériques
del A10ct-PDZ3 podria ser la raé de la seva irreversibilitat.

En tot cas, totes les evidencies que indiquen que la supressié de I'hélix-a3

estabilitza 'intermediari a I’equilibri, han estat confirmades per la major tendéncia a
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formar agregats fibril-lars per part de 'A10ct-PDZ3, en comparacié amb el PDZ3 sencer
(Taula 4. 4). La hélix-a3 interactua amb residus de la regi6 B2-f3 (Camara-Artigas et al.
2010), la qual ha estat predita per TANGO i Pasta com a propensa a I'agregacié en fulla-f3
ordenada (Figura 4. 15). Per tant, 'abséncia de I'a3 incrementa l'exposicié al solvent
d’aquesta regid, el qual facilita el desplegament i l’auto-associacié dels dominis.
L’estabilitat de les especies intermediaries, pero, es veu disminuida a valors de pH per sota
de 3.0, fet que dona importancia a les regions involucrades en la formacié d’oligdmers
(Murciano-Calles et al. 2011). En aquest sentit, la protonacié dels residus Glu/Asp semblen
ser els responsables d’aquesta desestabilitzacio.

Els espectres de FTIR es troben en plena consonancia amb la rapida agregacio del
domini A10ct-PDZ3, i també mostren que és degut a les components en fulla-$ nativa del
domini, tant la flexible com l'estable, les quals es perden a favor de la component en
agregats-f3 (Taula 4. 4). Fet que es confirma amb els resultats de l'algoritme TANGO, el
qual revela que els residus 335-344 (regi6 3) i 384-392 (regié B5) son els més propensos
a agregar. En el cas del PDZ3 sencer, la helix-a3 protegeix, en certa manera, la tendencia a
I'agregacio del domini, mantenint la integritat de la fulla- nativa formada per les cadenes
B1 i B5. En el cas de A10ct-PDZ3, la cadena 5 passa a ser l'extrem C-terminal de la
molecula, empitjorant 'empaquetament global del domini, i llavors, les cadenes 1 i 5

també esdevenen precursores de 'agregacio.

5.4. Residus implicats en les interaccions entre I’hélix-a3 i el domini PDZ3.

A part del paper regulador de I'helix-a addicional sobre el plegament del domini,
també és un element regulador al-losteric d’'unié a péptids lligands, tal i com ha estat
descrit préviament (Camara-Artigas et al. 2010, Mostarda, Gfeller & Rao 2012). Aquesta
regulaci6 a distancia és possible gracies al fort empaquetament de I'helix-a3 amb la regié
[32-B3, molt propera a la butxaca d’'unié a péptids i que interacciona amb ells directament.
Les interaccions entre ’Arg399 (a3) i el Glu334 (loop B2-B3), i el Glu401 (a3) i la Lys355
(B4), empaqueten I'hélix-a3 contra el domini, i és la primera interacci6 la que esta
directament implicada en la regulacié de I'afinitat. A més, I'anell de succinimida format pel
residu Asp332 (loop B2-B3), juga un paper important sobre la flexibilitat d’aquest loop, i
indirectament sobre 'empaquetament de les dues regions.

La mutacié del residu Glu334 (E334L/Q) trenca la interaccié amb I’Arg399, i, tal i
com s’ha vist per FTIR, es veuen incrementades les components en estructura secundaria
irregular (1690-1660 cm1) a expenses de la desestabilitzacié de la fulla-$ flexible (1640

cm!) (Figura 4. 10/Taula 4. 5). De la mateixa manera passa amb les mutacions D332G/P,
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que eviten la formaci6 de I'anell de succinimida. Per altra banda, al mutar el residu Glu401
(E401R) les fulles-f no es veuen alterades. Aix0 remarca la importancia de la interaccié
entre I'helix-a3 i les cadenes $2 i 3, tant a nivell d’afinitat com d’estabilitzacié global de la
molécula, disminuint la tendencia a I'agregacid. Per tant, trencar les interaccions entre
aquestes dues regions del domini donaria lloc a una desestabilitzaci6 de la regi6é del PDZ3
amb tendencia a I'agregacid, les cadenes 32, B3 i 34.

Pel que fa a la formaci6 de I'estat intermediari a partir de mondmers mutants, el
canvi principal en tots els mutants respecte el PDZ3, és el promiscu i significant increment
de la banda a 1620 cm! just després dels 5 min a 60 °C (Figura 4. 16/Taula 4. 5),
corresponent als agregats-f§ ordenats, principalment en el cas de 'E401R, quasi semblant

al’A10ct-PDZ3 (un 26 % i 29 %, respectivament, versus el 12 % del PDZ3).
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Figura 4. 16. Evolucid, en funcié del temps d’incubacié a 60 °C, de la banda de 1620 cm de FTIR,

corresponent als agregats-f3, del domini PDZ3 i les seves variants.

En concordanca, aquest increment es troba relacionat amb la reorganitzacié
conformacional que pateix la fulla-B nativa del domini durant la via d’agregaci6. En
general, els mutants localitzats a I'helix-a3 (I'A10ct-PDZ3 i el E401R) s6n més propensos a
I'agregacio, tot i que als 16 dies d’incubaci6 el tant per cent de la banda a 1620 cm'! és la
mateixa que al domini PDZ3, un 18 % (Taula 4. 5). Els mutants, D332G/P i E334L/Q, tots
quatre situats dins la regié del domini amb tendencia a I'agregaci6, mostren una major
tendéncia que el PDZ3 just després de la incubacié inicial, i la mantenen al llarg de temps
representant el 25 % de I'area, aproximadament. En definitiva, dels resultats de FTIR se’n
extreu que tots els mutants donen lloc a proteines amb més tendéncia a 'agregaci6 que el

domini PDZ3.

254



VI. CONCLUSIONS GENERALS.






VI-Conclusions Generals Capitol 1

Aquest treball demostra la importancia dels estats intermediaris a l'espai
conformacional de les proteines, la seva relaciéo amb les malalties conformacionals i

I'aplicabilitat del seu coneixement en el desenvolupament de terapies efectives.

- Capitol 1:

e S’ha optimitzat I'obtencié d'un fragment d’anticos recombinant especific contra
oligomers d’Afi1.42, 'scFv-h3D6, a partir del replegament de la fracci6 insoluble
obtinguda dins del sistema d’expressi6 d’E. coli Origami2(DE3) i la proteina de
fusio trx, posteriorment eliminada per la proteasa especifica TEV.

e L’scFv-h3D6 conté 4 residus cisteina, dos per domini, els quals poden formar fins a
8 combinacions de ponts disulfur diferents, a banda de la nativa. Les formes
scrambled modifiquen interaccions intra-domini, alteren drasticament I'estabilitat
global de la molécula, i augmenten la tendéncia a I'agregacio6 de I'scFv-h3D6.

e Per cromatografia de bescanvi cationic, s’ha pogut separar la forma nativa de les
scrambled.

e Les estructures secundaria i terciaria de I'scFv-h3D6, estudiades per CD,
fluorescencia de triptofan i FTIR, segons el cas, mostra el tipic plegament tot-f3 d’Ig,
i on els residus triptofan conservats dels nuclis hidrofobics contribueixen en ell
donant lloc als espectres particulars dels scFv.

e Sota pertorbacié termica, 1'scFv-h3D6 entra a la via d’agregacié en fulla-
ordenada, independent de concentracié i irreversible, la qual esta poblada per un
intermediari ric en estructura-p.

e Per FTIR i TEM, s’ha comprovat que l'agregacié per temperatura de I'scFv-h3D6
esdevé en la formaciéo de fibres WL, mentre que el peptid ABi42 causant de
I’Alzheimer ddna lloc a fibres amiloides.

e Els assajos per MTT, mostren que els oligomers del peptid ABi-42, induits per
temperatura, redueixen la viabilitat del cultiu cel-lular de neuroblastoma huma SH-
SY5Y fins a un 60 %.

e La coincubacio de I'scFv-h3D6 amb el peptid AB1-42 anul-la el seu efecte toxic sobre
les cel-lules SH-SY5Y d’'una manera depenent de concentracio.

e En condicions natives, I'scFv-h3D6 inhibeix la formacié de fibres amiloides i la
citotoxicitat del péptid ABi-42 mitjancant la retirada dels oligomers d’AB1.42 de la

via amiloide cap a la via WL.
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Les fibres WL formades pel complex Afi-42:5cFv-h3D6 sén cinetica i
termodinamicament més favorables que les del I'scFv-h3D6 sol, ja que apareixen
sense necessitat de tractament amb temperatura, i en preséncia de DMSO.

La descripcié del mecanisme pel qual I'scFv-h3D6 actua contra la toxicitat del
peptid ABi42 obre una nova via per a millorar, en un futur, el seu potencial

terapeutic.
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- Capitol 2:

e S’ha obtingut un model tridimensional del fragment d’anticds scFv-h3D6 especific
contra el peéptid ABi-42 El pdb motlle utilitzat, I'scFv 2GHW, té un grau global
d’homologia al voltant del 94 % amb la nostra seqiiéncia, caracteristica que fa que
el model sigui molt fiable.

e El 6 % de les mutacions no conservatives es troben en els CDR, les regions de
reconeixement del antigen.

e La manca de resolucié estructural del connector, degut a la seva elevada
flexibilitat, ha fet necessari refinar la seva estructura 3D. Aquest fet implica una
reestructuracié de la resta de la molecula, principalment del domini VH, el menys
estable en la majoria de les seqtiéncies de I'alineament, pero no en I’'scFv-h3D6.

e Pel que fa a la classificacid dels CDRs, tan sols el V4-CDR1 s’allunya del consens
general, per la seva llargaria i localitzacié en el domini, i guanya importancia en la
funcio6 d’interaccié amb l'antigen.

e El model final conté un 51% de fulla-f3, un 29 % de girs-f3, i un 20 % de loops. Cada
domini adopta un plegament de tipus barril-f amb un pont disulfur, en
concordanca amb el plegament de tipus immunoglobulina.

e Els CDRs d’ambdés dominis es localitzen a la mateixa cara de I'estructura globular,
oposats al connector, i exposats al solvent; una disposicié optima per a unir
I’antigen i assolir la maxima estabilitat de la molecula.

e [’obtenci6 dels valors de I'exposici6é del residus al solvent, la prediccié de regions
amb tendencia a l'agregacig, i I'alineament multiple de seqiiéncies, ha permes
extreure la informacié necessaria per a un redisseny racional de la molécula, i aixi
millorar-ne l'estabilitat i disminuir la tendencia a I'agregacio.

e S’han identificat 4 regions de I'scFv-h3D6 amb forta tendéncia a I'agregacid, totes
elles molt enterrades al nucli hidrofobic de la molecula, de les quals s’han
dissenyat 6 mutants puntuals per a disminuir la tendencia a I'agregaci6é del scFv-
h3Dé6.

e Les mutacions al nucli hidrofobic augmenten la tendéncia a I'agregacié de I'scFv-
h3D6, confirmant la dificultat de mutar residus enterrats dins la molecula.

e L’extrem C-terminal de la molecula, el residu VL-K107, segueix formant part de la
cadena-f3 G i estableix interaccions que desestabilitzen la cadena, de forma que
s’han dissenyat 3 mutants per tal d’elongar aquest extrem i augmentar-ne

I’estabilitat.
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e L’elongaci6 de l'extrem C-terminal, mutants V.-el-R108G Vi-el-R108 i Vi-el-
R108T109, augmenta l'estabilitat termodinamica i disminueix la tendéncia a
I'agregacio6 de I'scFv-h3Dé.

e L'obtenci6 d'un model tridimensional de I'scFv-h3D6, per homologia de
seqliencies, ha permeés fer un redisseny racional de la molécula per tal de millorar-
ne la seva estabilitat, disminuir la tendencia a 'agregacié, augmentar la seva
produccié, i disminuir la dosi efectiva ja demostrada en ratolins model

d’Alzheimer.
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- Capitol 3:

e [’AL-12, un domini variable d’Ig procedent d’'una pacient amb Amiloidosi de
cadena lleugera, aixi com 4 mutants restauratius, han estat obtinguts i purificats de
la fracci6 periplasmatica d’E. coli, excepte el mutant H32Y que ha estat purificat de
la fracci6 insoluble, degut a la seva major tendéncia a I'agregacié.

e El domini AL-12 adopta un plegament en barril-§ tipic d'immunoglobulina, on el
residu Trp35 altament conservat contribueix en el espectre de CD amb un minim
d’el-lipticitat addicional.

e El plegament natiu de ’AL-12 és reversible a nivell d’estructura secundaria mentre
que la terciaria no recupera I’estat natiu.

e Ladesnaturalitzacio6 térmica, seguida per CD i fluorescéncia del residu Trp35, déna
lloc a I'agregacié de la proteina, la qual pateix una transicié conformacional on es
forma un estat intermediari precursor de I'agregacié de tipus-f3. Per FTIR s’observa
que aquest intermediari ja presenta una conformaci6 similar a la de I'estat agregat
final.

e La desnaturalitzaci6 quimica, mitjancant urea, déna lloc al desplegament total del
domini seguint un procés de dos estats, sense poblar cap intermediari de reaccio.

e Les mutacions restauratives, cap a la linia germinal i menys amiloidogéenica kI
018/08, perden gran part de la reversibilitat observada en 'AL-12, estabilitzen
I'intermediari d’agregaci6, i desvien la via de plegament cap a la via de formacié
d’agregats-[3 més estables.

e (ap de les mutacions puntuals recupera I'estabilitat termodinamica de la proteina
germinal kI 018/08, si no al contrari, totes elles han estat desestabilitzadores
respecte 'AL-12.

e La desestabilitzacié del domini AL-12 va relacionada amb una major tendencia a
I'agregacio, tal i com s’observa a les corbes de desnaturalitzaci6 térmica, seguides
per CD i fluorescéncia de triptofan.

e Larestauracio de residus puntuals de I'’AL-12 cap a la linia germinal kI 018/08, no
implica el retorn de les propietats conformacionals i termodinamiques germinals
al domini amiloidogénic i, per tant, és improbable que una Unica mutaci6 sigui la

causa de que un domini V;, esdevingui amiloidogénic i causant de la malaltia.
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- Capitol 4:

e La corba de desnaturalitzaci6 térmica del domini PSD95-PDZ3 segueix una reaccid
de dos estats on es pobla un estat intermediari triméric ric en estructura-f3, que es
troba fora de la via de plegament del domini i que déna lloc a la formaci6 de fibres
reversibles i no dependents de concentracio.

e Per TEM i FTIR, s’ha demostrat que els agregats-f del domini PDZ3 sén de tipus
WL; i les micrografies mostren que la seva reversibilitat decreix a mesura que la
reaccio és troba més desplacada cap a la formaci6 d’agregats madurs.

e Lainfluencia de la forca ionica sobre el procés d’agregacio del domini PDZ accelera
la reorganitzaci6 de les fulles-f3, perd no canvia el tipus de via d’agregacio.

e Els assajos de toxicitat en la linia cel-lular de neuroblastoma huma SH-SY5Y,
mostren que els agregats WL del domini PDZ3 so6n citotoxics, i que aquesta
augmenta a mesura que la via d’agregacié es troba més avancada.

e Les dues regions amb tendéncia a 'agregacio, les cadenes 33 i 35, es troben a la
superficie i en cares oposades de 'estructura globular, facilitant la formacié de
I'oligomer triméric precursor de I'agregacié.

e Per FTIR, s’ha determinat que una de les dues fulles-f del domini, concretament la
més flexible, és la precursora de la reestructuracié de I'estat natiu cap a la formacié
de l'intermediari que porta a la formacié de fibres-f ordenades, mentre que la
resta d’estructures secundaries resten practicament inalterades.

e Per RMN, s’ha identificat la cadena 33 com la principal responsable del canvi
conformacional que pateix la proteina i que l'arrossega cap a la via d’agregacio.
D’aquesta manera, la fulla  formada per les cadenes 2, 33 i 4 és molt flexible,
mentre que la formada per les cadenes 1i 35 és més estable.

e El fet que la butxaca d’'unio a lligands, que es localitza a la cavitat entre la cadena-
B2 i I'helix-a2, es vegi pertorbada durant la via d’agregacié explica perque 'estat
intermediari no és funcional.

e La deleci6 de I'helix-a3, reguladora al-lostérica de I'afinitat del domini, afecta el
procés de plegament del domini PDZ3, de forma que apareix un intermediari
monomeric a l'equilibri previ a la seva associacid, seguint un procés de quatre
estats.

e L’absencia de I'hélix-a3 estabilitza I'estat I'intermediari a 1'equilibri i incrementa
I'exposici6 al solvent de les dues regions amb tendéncia a 'agregacié. Aixo facilita
el desplegament i 'auto-associacid dels dominis, i, per tant, augmenta la tendéncia

a formar agregats fibril-lars per part del domini.
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La pérdua d’interaccié entre I'hélix-a3 i el loop $2 i 3, important per a la regulacié
de I'afinitat i 'empaquetament del domini, déna lloc a una desestabilitzacié de la
regio del PDZ3 amb tendencia a l'agregacié. Per tant, els mutants d’aquesta
interacci6 generen proteines amb més tendencia a I'agregaci6 que el domini PDZ3.
El mutant E401R, situat a la helix-a3, segueix un procés de plegament de quatre
estats, igual que la variant A10ct-PDZ3, sense I'hélix-a3. En canvi, els mutants de la
regi6 del loop $2-33 mantenen el mecanisme de tres estats del domini PDZ3.
L’eliminaci6 de la helix-a3. o bé dels seus contactes amb la resta del domini, regula
negativament la capacitat d’'unié de les proteines lligand.

L’analisi de l'equilibri i I'agregaci6 del domini PDZ3 aportara pistes sobre si el
plegament de tres estats i I'agregaci6 de tipus WL parcialment reversible és un

comportament general dins la gran familia de dominis PDZ.
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