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Dedicado a mi madre

y a la memoria de mi padre




Naci el 7 de Diciembre de 1970 y creci en una sociedad donde la discrepancia y los
debates publicos constituian un peligro para la integridad fisica. Por esa razon, mi padre y
mi madre, él taxista y ella secretaria, decidieron que lo mejor era que desarrollara mi
curiosidad infantil en nuestro jardin en lugar de ir a conocer las redes sociales del barrio.
Fue en ese lugar, entre los bichos del jardin y los motores de taxis desarmados, que nacio
mi interés en saber como funciona la naturaleza. Este interés creci6 durante la ensefianza
primaria, donde la escasez de una escuela publica nunca fue excusa para un grupo de
maestros dedicados a incentivar mentes frescas, y se consolidd mas tarde durante mis
estudios secundarios en el Instituto Nacional. Ahi, el apego estricto a la escuela
reduccionista motivo mi eleccion de estudiar Bioquimica, como una forma de entender el
fenomeno de la vida. Cursé estudios en la Universidad de Chile y en la Catolica. Luego me
interesé la neurociencia, dediqué algunos afios a estudiar como el plegamiento y las
interacciones entre proteinas determinan la Enfermedad de Alzheimer. Finalmente, entré al
programa de doctorado en ciencias de la Universidad de Chile. Durante los altimos afios mi
principal interés académico ha sido estudiar las relaciones entre estructura y funcion en
proteinas. En este campo realicé estudios con la proteina prionica mediante NMR en el

Instituto Tecnoldgico Federal de Suiza, trabajo que presento en la siguiente tesis.
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1. RESUMEN

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSEs) se desarrollan sélo en
organismos que expresan la forma celular de la proteina pridnica (PrP°). Se desconoce la
funcién fisioldgica de esta proteina en organismos sanos. Con el objetivo de identificar
regiones conservadas que no estan involucradas en la mantencién de la estructura del
polipéptido, y que por tanto podrian tener un rol fisiologico, el grupo de K. Wiithrich se
embarco en un proyecto tendiente a resolver la estructura de proteinas pridnicas distantes
en la evolucién. Durante esta tesis se determind la estructura por NMR del fragmento
xIPrP(99-226) de la proteina pridnica de Xenopus laevis (Calzolai et al., 2005), para la
cual se obtuvo la asignacion de resonancias-de NMR casi completa (Pérez & Wiithrich,
2005). La estructura muestra el mismo plegamiento global que €l observado en PrP de
mamiferos, aves y reptiles. Consiste en un N-terminal flexible, entre los residuos
99-124, y un dominio globular que comprende los residuos 125-225. El dominio
estructurado posee tres hélices a (residuos 145-156, 174-193, y 202-224) y una hoja B
entre los residuos 125-133 y 161-166 que resulta inusualmente larga al ser comparada
con la observada en PrP de mamiferos. Todos los residuos conservados en el dominio
globular de xIPrP participan en la mantencién de la estructura de la proteina. En
contraste, los segmentos polipeptidicos que han sido propuestos como posibles sitios
funcionales en mamiferos, aves y reptiles (Calzolai et al., 2005), no estan conservados,

lo que sugiere que un cambio o pérdida de funcidn tuvo lugar en PrP de anfibio.




Se han determinado las estructuras tridimensionales de varias PrPs recombinantes de
mamiferos, y aunque todas ellas comparten el mismo plegamiento global, existe gran
variabilidad entre especies en la observabilidad de las resonancias provenientes del loop
B2-a2 (residuos 166—-172) y su definicion estructural. Este /oop esta involucrado en
interacciones especificas que influencian la transiciéon conformacional de PrP
relacionada con las TSE (Kaneko ef al., 1997a). En este trabajo se resolvié la estructura
de PrP de caballo (ecPrP). En ella se observa que el /oop p2-0.2 no exhibe polimorfismo
conformacional. Al ser comparada con toda la familia, la secuencia de ecPrP tiene la
sustitucién tinica DI167S, y al ser comparada sélo con la proteina pri6nica de ratén
(mmPrP) la secuencia de ecPrP muestra ademéas otras dos sustituciones, E168Q y
N173K. Con el objetivo de investigar la importancia de las diferencias aminoacidicas en
esta region, se realizaron estudios de NMR de varias mutantes de mmPrP. Se enconird
que la modificacién D167S fue suficiente para conferir rigidez al Joop. Las sustituciones
E168Q y N173K por si solas no confiren rigidez a esta regién. Pero en presencia de
D1678S, la sustitucién N173K induce un intercambio conformacional suficientemente
lento, lo que permite ver las sefiales NMR de cada estado conformacional por separado.
Finalmente, se encontré que Y169 cumple una funcién escencial en la estabilizacién de
la estructura del loop P2-02. En total en este trabajo se clond, purificé y resolvié la
estructura tridimensional de tres protefnas prionicas, y se estudié el comportamiento por
NMR de otras 12 mutantes de mmPrP. El trabajo ha producido dos publicaciones, un
manuscrito y dos presentaciones a congreso en que el autor de esta tesis figura en

primera autoria.
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ABSTRACT

Transmissible spongiform encephalopathies (TSE) have been shown to develop only
in organisms that express the cellular form of the prion protein (PrP°). A physiological
function of PrPC in the healthy organism has not yet been identified. The Wiithrich group
has started a project of solving the NMR structure of prion proteins from species that are
distant in evolution, with the aim to identify conserved regions that are not involved in
maintaining the polypeptide fold, and which might therefore have a role in a conserved
function.

Here we present the NMR structure of the fragment xIPrP(99-226) of the Xenopus
laevis prion protein (Calzolai et al., 2005). Nearly complete NMR assignments have
been obtained (Pérez & Wiithrich, 2005). The structure shows the same global features
as observed in mammalian, avian and reptile prion proteins. It consists of a flexible N-
terminal tail spanning residues 99-124, and a globular domain with residues 125 to 225.
The structured domain consists of three o helices (residues 145-156, 174-193, and 202-
224), and an antiparallel } sheet made up of the residues 125-133 and 161-166,
unusually long when compared with the mammalian PrPs. All the conserved residues in
the globular domain of xIPtP participate in the polypeptide fold conservation. In
contrast, polypeptide segments that have been proposed as possible functional sites in
mammalian, avian and reptile PrP© (Calzolai et al., 2005) are not conserved, suggesting

a change or loss of function in the amphibian PrP.




The 3D-structures of several recombinant mammalian prion proteins (PrPs) have been
solved. Although they all show the same global fold, the NMR observability of the
residues in the loop B2-02, comprising residues 166-172, and its structural definition,
have been found to show high species variability. This loop is involved in specific
interactions involved in the PrP conformational transition related with TSE (Kaneko et
al., 1997a). Here we solved the structure of equus caballus PrP (ecPrP). In this protein
the loop P2-02 exhibits no detectable conformational polymorphism. When compared
with all the known PrP sequences, the ecPrP sequence contains the unique amino acid
substitution D167S, and when compared only with the mouse PrP (mmPrP), that has a
disordered loop region, the ecPrP sequence also has the substitutions D168Q and
N173K. In order to address the structural importance of these amino acid changes, we
perform NMR studies with several mutants of mmPrP. The mutant mmPrP(121-
231)[D1678] was found to be sufficient to confer rigidity to the loop. The substitutions
D168Q and N173K alone do not confer rigidity of this region, We further discovered
that N173K, in the presence of D167S (double mutant mmPrP[D167S N173K]) induces
a conformational exchange slow enough to observe one NMR signal for each conformer.
Finally, we found that the Y169 plays an essential role in determining the structure
stability of the loop region. During the present thesis work we clone, purifiy, and solve
the structure of three prion proteins, and we characterised the structural behaviour of 12
mmPrP mutants by NMR. So far, this thesis has generated two publications, one
manuscript, and two congress presentations in which the author of this thesis is in the

first place.




2. INTRODUCCION

2.1 Encefalopatias espongiformes transmisibles

Las encefalopatias espongiformes transmisibles (TSE) o enfermedades pridnicas son
enfermedades neurodegenerativas fatales presentes en varias especies animales incluido
el hombre. Su transmisién se observa en el ambiente natural y es reproducible en el
laboratorio. Los sintomas de TSE son variados, incluyen ataxia en animales e
incapacidad motora con trastornos de personalidad en humanos. El principal trastorno
histopatologico consiste en microvacuolacion neuronal, el tejido cerebral presenta una
apariencia similar a esponja, caracteristica que da el nombre a la enfermedad (Prusiner et
al., 1998).

La patologia mas comun del grupo es scrapie, una afeccién de cabras y ovejas
reconocida tempranamente en 1730 (Kimberlin, 1986). Variadas contribuciones han
llevado a postular al menos dos hipétesis para explicar el mecanismo con que se propaga
la enfermedad (figura 1)

En humanos se presentan como el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker GSS
(Gerstmmann, 1928); insomnio familiar fatal; y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

(Creutzfeldt, 1920) esta Gltima con versiones hereditaria esporddica, iatrogénica e
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infecciosa, todas variantes de baja prevalencia en la poblacién (Tabla I).

La variante que ha causado mayor preocupacion en la poblacién es la aparicién en los
afios 1990 de la epizootia de vacas BSE (encelopatia espongiforme bovina o ‘enfermedad
de las vacas locas’). Esta epizootia causé en Gran Bretafia mas de 180.000 casos
reportados, y aunque la propagacién de la BSE fue detenida, se ha descrito un nimero
creciente de adultos jovenes en la poblacién humana como portadores de CJD relacionado
con BSE, en lo que se constituye como una nueva variante de la enfermedad (vCID) y que

muestra el traspaso de Ia barrera interespecie entre bovinos y humanos (Bruce et al., 1997).

2.2, El agente infeccioso

En 1967 el radidlogo Alper y sus colegas demostraron que el agente responsable de
scrapie es extremadamente resistente a tratamientos que normalmente destruyen acidos
nucleicos, como UV y radiaciones ionizantes, y por lo tanto sugirieron que el agente
infeccioso debia carecer de é4cidos nucleicos. Ello representa el primer choque con el
dogma que los patégenos convencionales no pueden replicarse en ausencia de Acidos
nucleicos (Alper, 1967).

Estos resultados junto al hallazgo previo de que la masa molecular minimo para mantener
infectividad (20 KDa), es demasiado pequefio para ser un virus o cualquier otro tipo de
agente infeccioso conocido hasta ese momento (Alper, 1967b), llevaron a Griffith a proponer
que el material responsable de transmisién de la enfermedad era una proteina que tiene la
sorprendente habilidad de autoreplicarse en el organismo (Griffith, 1967). Ese fue el

comienzo de la hipdtesis llamada “sélo-proteina” de la propagacién de TSE. A partir de 1980
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el grupo de Stanley Prusiner ha liderado la investigacién en base a la hipétesis de “sélo-
proteina’ acufiando el término ‘prién’ para referirse al pequefio agente infeccioso
proteico que transmite la enfermedad. En esa linea de investigacién se logré aislar la
proteina prionica (PrP) a un nivel al que ningin otro componente es detectable. La
infectividad copurifica con PrP; donde la concentracién de esta proteinaes proporcional
al titulo de infectividad. Esta infectividad es neutralizada por agentes que destruyen la
estructura proteica y por anticuerpos anti PrP. Por otra parte, estudios genéticos han
demostrado que la mayoria, si no todos los casos de TSE familiares estan ligados a
mutaciones en el gen PrP (Aguzzi, 1999).

Otra linea de evidencia que sustenta la hipdtesis de “sélo-proteina” proviene de
estudios con ratones knock-out para PrP que son resistentes a la infeccién de scrapie y no
generan nuevas particulas infecciosas, siendo incapaces de desarrollar la enfermedad
(Bueler et al.,, 1993). Estos experimentos sugirieron por primera vez un mecanismo de
replicacién prionica, y establecieron la necesidad de que el huésped exprese PrP para

que la enfermedad se pueda propagar.

2.3. La proteina prionica

El analisis de secuencia de la proteina pridnica aislada de cerebros infectados
permitid aislar el gen de PrP (Prnp). Mutaciones ligadas a las enfermedades
espongiformes no hacen més que corroborar la directa participacién del producto de este
gen en la génesis de las enfermedades prionicas (ver Tabla 2).

El gen Prnp se localiza en el brazo corto del cromosoma 20 (Prusiner, 1991), no




Polimorfismos Mutaciones

Silentes Influenciales Puntuales Inserciones
P68P M129V P102L T188A 24bp
Al17A N1718 P105L T188K 48bp
G124G E219K Al117V E196K 96bp
V1elv delecidn de 24bp G131V F1988 120bp
N173N I138M E200K 144bp
T188T G1428 D202N 168bp
D202D Y145s V2031 192bp
Q212Q Q160s R208H 216bp
R228R D178N-129V V2101
S230S8 DI78N-129M E211Q

V1801 0212P

[
VI80I+M232R QZ217R

T183A M232R
HI87R M232T
T188R P238S

Tabla 2. Mutaciones en la region codificante del gen de la proteina priénica humana.
En negrita las mutaciones vinculadas con fCJD, subrayadas las vinculadas con GSS, y
en itdlica las vinculadas con FFI. Las otras mutaciones no estin suficientemente
caracterizadas, o tienen fenotipos inusuales y no pueden ser categorizadas en alguno
de los tres grupos de enfermedades pridnicas humanas (Kovacs et al., 2002).




contiene intrones y codifica un producto de 253 aminoacidos (figura 2). La secuencia
proteica contiene cinco repeticiones de un octapéptido en la regién N-terminal, dos
sitios de glicosilaciéon y un puente disulfuro entre las hélices a2 y a3. Ademas, posee
dos secuencias sefiales en los extremos amino y carboxilo que son removidos durante el
procesamiento, y una secuencia de unidén de glicosilfosfatidilinositol (GPI) en la
posicion 230, que ancla la proteina a la superficie externa de la membrana celular
(Hartis, 1999).

La regién mas conservada de la secuencia corresponde al segmento hidrofébico entre
los residuos 113 y 128. En esta regidon ademas se localiza el fragmento minimo de la
proteina que es capaz de agregarse en forma de amiloide (residuos 106-126). La
estructura tridimensional de PrP en solucién acuosa ha sido determinada por NMR para
varias especies (Riek et al.,, 1998), en los que el fragmento 121-230 corresponde al
dominio globular de la proteina. Este dominio consta de tres hélices o (residuos
145-155, 174-—192, y 200-224 respectivamente) y una hoja f pequefia que conecta Ios
residuos 130 y 160 (Billeter et al., 1997).

El gen PrP es expresado constitutivamente en el cerebro y otros tejidos de animales
sanos. Para diferenciar la proteina normal de la encontrada en cerebros infectados se ha
llamado PrPC a la proteina pridnica celular no infecciosa y PrP5C a la proteina pridnica
asociada a scrapie, respectivamente. Las dos proteinas tienen secuencia idéntica y el
mismo patrén de glicosilacién (Prusiner, 1998b), pero se diferencian al ser sometidas a
un tratamiento parcial con proteasas. PrP¢ es completamente degradada, en cambio

PrP°C es digerida sélo parcialmente dejando un fragmento de 27-30 KDa que




Exon I Exon I Exon III
PrP-ORF

Transcripcion

A PrP-ORF 3
Traduccién
1 3
GPI
23 231
120121
octapéptidos 106 116
B i

PQGGTWGQ-PHG GGWGQ -PHGGS WGQ-PHGGS WGQ-PHGGGWGQ

Figura 2. Organizacion del gen Prnp y biosintesis de la proteina madura PrP. A.
Trascripeion, traduccion y primera parte del procesamiento postraduccional de PrP. El
segmento azul muestra la region correspondiente a la proteina madura (30-35KDa),
obtenida luego del corte del péptido sefial de destinacion a reticulo endoplasmico (amino
terminal), y de la sefial de glicosilacion en el carboxilo terminal. B. Principales
caracteristicas de la proteina madura: en verde las repeticiones ricas en prolina, en
anaranjado el segmento hidrofobo conservado, en celeste las dos pequefias hebras f3, en rojo
las tres hélices o. N181 y N197 indican los sitios de glicosilacion, SS el puente disulfuro y
GPI el sitio de anclaje a membrana.
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corresponde al fragmento que se obtiene al purificar la proteina desde cerebro infectado
con scrapie (Bolton et al., 1982). Pese a ser quimicamente equivalentes (Stahl et al,
1993), presentan marcadas diferencias en su conformacién y comportamiento en
solucién. PrP® es una protefna con un alto contenido de estructura alfa, escasa hoja f y
muy soluble, mientras que PrP°" es rica en hojas B y muy insoluble (figura 3), forma
agregados en ¢l parénquima de cerebros infectados y tiende a agregarse in vitro

formando fibras de amiloide.

2.4, Funcion de Prp©

Aunque solo se han descrito TSEs en especies de mamiferos, también se han
identificado PrP en una amplia variedad de organismos superiores, en mamiferos, aves,
reptiles y anfibios (Strumbo ef al., 2001; Oesch et al., 1985; Wopfner et al., 1999; van
Rheede et al., 2003; Harris ef al., 1991; Gabriel et al,, 1992; Simonic ef al., 2000), En un
contraste aparente con el alto nivel de conservacion de secuencia entre mamiferos, una
gran variedad de funciones ha sido propuesta para la forma celular de PrP (Tabla 3), sin
que hasta ahora se haya encontrado una respuesta satisfactoria para la funcion fisioldgica
de la forma celular de PrP que se encuentra en organismos sanos (PrP®).
En vista del papel esencial en TSEs, se han determinado experimentalmente un ntimero
de estructuras de PrP de mamiferos (Riek et al., 1996; James et al., 1997; Riek et al.,
1997, Zahn et al., 2000; Lopez ef al., 2000; Calzolai et al., 2000; Haire et al., 2004;
Gossert ef al., 2005; Lysek et al., 2005) con secuencias idénticas en un 90%, las

estructuras mostraron tener la arquitectura proteica de la protefna pridnica celular PrP¢




PrPC

Prp>C

Conformacién benigna
Alto contenido de hélice o

Mondmero

Soluble en detergentes
no desnaturantes

Sensible a proteinasa K

Localizada en la superficie celular

Estructura por NMR

Agente infeccioso de TSEs
Aumento de contenido de hoja 3

Oligémero ordenado

Agregados insolubles

Parcialmente resistente a proteasas

Se acumula en el cerebro de
individuos infectados

Sélo modelos tentativos

Figura 3. Principales caracteristicas de las dos conformaciones de la proteina pridnica,
denominadas: celular PrP¢ y scrapie PrP*C. Abajo a la izquierda se muestran la
estructura de PrP de raton determinada por NMR. El segmento amino-terminal de
estructura desordenada se muestra con linea punteada. Abajo a la derecha se muestran
dos modelos tentativos de PrP¢ (Huang ef al., 1996, Wille et al., 2002). Ambos
muestran un alto contenido de hojas 3.
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Funcion propuesta

Referencia

Receptor de membrana

Proteina transportadora
o de uni6n a cobre

Efector en mecanismos
de transduccion de sefiales

Regulador de transmisién
sindptica

Regulador de apoptosis

Factor de transcripeién

Shyng et al., 1993
Schmitt-Ulms, 2001
Keshet ef al., 2000

GauczynsKi er al., 2001

Whittal et al., 2000
Jackson et al., 2001
Kramer ef al., 2001
Hasnain ef al., 2001

Herms ef al., 2000
Chiarini et al., 2002
Zanata et al., 2002
Colling et al., 1996

Colling et al., 1990
Tobler et al., 1996
Mallucei er al., 2002
Nishida et al., 1997

Chiarini e al., 2002
Zanata et al., 2002
Bounhar et al., 2001

Pfeifer et al., 1993

Nandi & Leclerc, 1999

Oesch et al., 1994

Lee et al., 2001

Pauly & Harris, 1998
Perera & Hooper, 2001
Cereghetti et al., 2001

Mouillet-Richard et al., 2000
Spielhaupter & Schatzl, 2001

Fournier ef al., 195
Collinge et al., 1994
Askanas et al., 1993
Whittington ef al., 1995

Gabus ef al., 2001a
Rybner et al., 2002
Gabus ef al., 2001b

Tabla 3. Funciones propuestas para la forma celular de PrP y lista de referencias que las

apoyan.
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(Homemann et al., 2004).

Considerando lo anterior se planteo lo siguiente:

HIPOTESIS 1

"Los residuos involucrados en la funcion de la PrP son residuos conservados en

homologos lejanos de la familia pridnica, y que no estan necesariamente involucrados en

mantener la estructura de la proteina.”

Para abordar esta hipotesis se plantea:

OBJETIVO 1.

"Resolver la estructura en solucién de la protefna pridnica de Xenopus laevis."

Gracias a su bajo grado de identidad respecto a las protefinas de mamiferos, una vez

que se cuente con la estructura, se realizaran biisquedas basadas en la comparacién de

estructuras tridimensionales, de todos aquellos residuos que mantienen el plegamiento de

la proteina, y mas importante ain, se identificarn aquellos residuos conservados sin un

aparente papel en la mantencion de la estructura y que por lo tanto podrian tener

participacion en la funcién fisiolégica ain desconocida de PrPC.
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2.5. Barrera interespecies

La conformaciones de PrP*C provenientes de distintas especies son diferentes y se
denominan ‘cepas’. En un estudio realizado in vitro con el fragmento 145stop de PrP
(ausencia del extremo C-terminal comenzando en el residuo 145) se demostrd que para
que una cepa A (PrP5C de especie A) sea capaz de gatillar la transformacién de PrP© a
PrP5¢ de una especie B, el homélogo PrP de la especie B debe poder agregarse no sélo
como conformacién PrP*C-tipo B, sino que ademas debe ser capaz de agregarse en una
forma similar, cercana o compatible en estructura con PrP5C-tipo A (Vanik ez al., 2004).
Esto es, B debe agregarse como cepa B y como cepa A indistintamente. Sélo en el caso
de que PrP-B sea capaz de agregarse como cepa A, la cepa A podra gatillar la agregacion
de B.

Si A gatilla la agregacion de B, no significa necesariamente que B pueda gatillar la
agregacion de A. Eso dependera de qué especies se trate.

Las relaciones de compatibilidad fueron estudiadas en ensayos in vitro, y simulan
bastante bien la dinamica observada cuando se intenta infectar una especie con muestras
de cerebros infectados de otra especie. La transferencia solo es posible entre ciertos
pares de especies. En otros casos se encuentra una barrera y la infeccidn no es posible.
Es el caso de la transferencia entre ratones y hamster (Scott et al., 1989). Ratones
inoculados con muestras de PrP*“ de hamster no desarrollan la enfermedad, pero ratones
transgénicos que expresan una proteina PrP quimérica, donde se sustituye la parte central
de la secuencia correspondiente a rtaidon (residuos 96-167) por la secuencia

correspondiente a hdmster, una vez que son inoculados con PrP°C de hamster, si
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desarrollan la enfermedad. El experimento concluye que la parte central del PrP es
esencial para la unién de PrP*C a PrP€ y la transformacién de este tltimo a la forma
patogénica.

Estudios posteriores demuestran que para que se produzca la infeccién es necesaria
la participacion de un tercer factor codificado por el huésped. Como hasta ahora no ha
podido ser identificado se le denomina factor X (Telling er al, 1995). Ratones
inoculados con PrP% humano muestran una baja tasa de infeccién (menor al 10%).
Basados en los resultados previos de transferencia entre raton y hamster, es esperable
que ratones transformados para producir PrP humano sean susceptibles a infeccién con
inculos humanos, pero ese no es el caso. La transferencia sélo es posible cuando se
inoculan ratones que expresan el PrP humano y que ademas tienen el gen de PrP de ratén
anulado. Por otro lado, al estudiar ratones transgénicos con PrP quimérica en que se
sustituye la regién central del gen de PrP de ratdon (96-167) por la secuencia
correspondiente a PrP humano, una vez que son inoculados con PrP*“ humano, estos
animales desarrollan la enfermedad. En este caso el resultado de la transferencia es
positivo independientemente de si los ratones transgénicos expresan o no el gen PrP
enddgeno. La explicacion mas razonable para estos resultados es la existencia de un
factor codificado en el huésped que interactiia con PrP® para mediar su conversion a
PrP5C. En el primer caso, de ratones que expresan PrP humano y de ratdn, el PrP de ratén
posee mayor afinidad y por tanto secuestra todo el factor X. Luego el PrP® humano no es
susceptible de ser transformado por no poder unirse a dicho factor. En el segundo caso,

al usar ratones que expresan PrP quimérico, los especimenes son susceptibles debido a
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que la regién C-terminal del PrP quimérico que codifica la secuencia de ratén si puede
unir el factor X. Este complejo luego se une a PrP*® humano a través de la regién central

que codifica la secuencia de PrP humano y luego es transformado en PrPSC

. De esta

forma, este factor actuaria como chaperona sobre PrP¢ induciendo Ia formacién de una

especie reactiva denominada PrP* que es capaz de interactuar con PrpS¢ y luego

convertirse en la forma patogénica. Una vez transformado en PP, el factor

desconocido perderia afinidad quedando libre para realizar un nuevo ciclo y propagar fa
!

transformacion.

El trabajo con ratones transgénicos que expresan variantes del prién quimérico
{extremos N- y C-terminal con secuencia de ratén y segmento 96—167 con secuencia
humana), en que se reemplazan uno a uno los residuos del C-terminal por los
correspondientes a la secuencia del prién humano, muestran que el sitio de unién del
factor X en la proteina pridnica constituye un epitope discontinuo formado por los

residuos 168 y 172 en el loop B2-02, y los residuos 215 y 219 en la hélice o 3 (Kaneko

et al., 1997).

2.6. Estructura, funcioén, y conversion de PrP€a PrpS¢

De la evidencia acumulada hasta ahora se concluye que el segmento 96-167
participa en el reconocimiento de PrPS¢ por PrP® que la interaccién entre Ia region C-
terminal y el factor X del huésped es necesaria para la conversién de PrP® y que una vez
producida la conversion, la regién entre los residuos 90 a 120 queda oculta a la

interaccion con anticuerpos (Peretz er al., 1997). En la bisqueda de regiones de la
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proteina que puedan ser relevantes para el mecanismo de conversion se han realizado
estudios de dinamica por NMR de PrP de hamster, midiendo los tiempos de relajacion
mediante la ufilizacidon del método de Carr-Purcell-Meiboom-Gill (Luz & Meiboom,
1963). Estos estudios muestran movimiento en la escala de milisegundos para las hélices
2 y 3 de PIP® (Kuwata et al., 2004,), compatibles con la mayor inestabilidad para esa
misma region determinada por NMR de alta presion (Kuwata et al., 2002). Movimientos
en la escala de milisegundos y fluctuaciones conformacionales lentas también se pueden
observar en la regién de la hoja f en PrP® (Liu et al., 1999; Viles et al., 2001).

La participacion de la region C-terminal en la conversién de PrP ha quedado
establecida, sin embargo, el campo de estudio de priones requiere estudios estructurales
comparativos entre especies, que describan diferencias estructurales y que puedan dar
cuenta del mecanismo de la barrera interespecies. En ese contexto el grupo del Dr.
Wiithrich se embarcé en el proyecto de resolver estructuras de priones en solucioén
acuosa, De los estudios comparativos con priones de mamiferos se concluye que la tinica

regién con diferencias estructurales significativas es la region del loop 2-o2 (figura 4)

Para abordar este problema, se planted lo siguiente:

HIPOTESIS 2.
"La barrera interespecie en la propagacién de la infectividad pridnica esta
relacionada con diferencias estructurales observables en la region del Joop B2-02 entre

proteinas pridnicas provenientes de distintas especies animales"”
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W8 Cervus elaphus
0 Mesocricetus auratus
W Mus musculus
Bos taurus
W Homo sapiens
Homo sapiens S170N

<« 168

Figura 4. Comparacion de las regiones de /oop B2-a2 de priones de distintas especies.
Se alinean segmentos de proteinas pridnicas provenientes de las especies: Cervus
elaphus (verde), Mesocricetus auratus (celeste), Mus musculus (anaranjado), Bos taurus
(amarillo), Homo sapiens (negro) y la variante S170N de Homo sapiens (kaki). Para
cada especie, se aislo el segmento comprendido entre las posiciones 165 a 173 en los 20
estados conformacionales, y se aline6 para el mejor ajuste de r.m.s.d., obteniendo de esta
forma una estructura media. Las estructuras medias de cada especie fueron alineadas
entre si resultando el valor minimo de rm.s.d. 0,71. Los segmentos son representados
por una funcion spleen, donde el grosor del tubo es proporcional a la desviacion
promedio de los 20 estados conformacionales respecto a la estructura media.
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Para trabajar esta hipétesis se plantean los siguientes objetivos:

OBJETIVO 2.

Resolver la estructura del prién de caballo (ecPrP), y comparar la estructura del loop

B2-02 con aquella obtenida en PrP de otras especies de mamiferos.

OBJETIVO 3.

Generar variantes de la proteina pridnica de ratén (mmPrP} que produzcan un loop

B2-a2 de caracteristicas estructurales y dinamicas similares a las encontradas en ecPrP

ecPrP posee sustituciones tnicas en la region del loop B2-02. Luego, de esta parte
del trabajo, se esperaba primero describir las caracteristicas inicas de esta region de la
proteina, y luego, por medio de las variantes en mmPrP, postular un mecanismo que
explicara estas caracteristicas, y adquirir conocimiento acerca de las propiedades de una
region de la proteina priénica que se planted como relevante en la generacién de la

barrera interespecies.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Clonamiento de Equus caballus PrP

El DNA gendémico de caballo fue purificado de sangre de caballo de carrera de la
cepa "Pura Sangre", utilizando una matriz de gel de silica (QIAamp DNA Blood Maxi
Kit10, QIAGEN). Se procesaron 5 ml de sangre (3,5 10 leucocitos), obteniendo 108 pg
DNA. El gen ecPrnp se amplificé usando la reaccién en cadena de polimerasa (PCR)
utilizando Taq DNA polimerasa y los partidores descritos abajo. E1 PCR se realizé en un
volumen total de 25 pl que contenia: 1x amortiguador PCR; 200 uM de cada dNTP; 7
mM MgSOy; 0.1 U/ul Taq DNA pool; 200 puM de cada partidor; y ~70 ng DNA. El ciclo
de PCR que se utilizo fue: 95 °C, 45 s; 60 °C, 2 min; 72 °C, 2 min por 25 ciclos.

El DNA gendmico se calenté a 95 °C durante 2 min previo a la adicion de la mezcla
PRC. Los partidores se disefiaron para amplificar: la secuencia de la proteina madura
(ecPrP 23-230), el fragmento resistente a tratamiento con proteasas (ecPrP 90--230) y el
fragmento del dominio globular (ecPrP 121-230). Las secuencias de los partidores, su

largo (L) y su temperatura de fusién (Tm) fueron:
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23gentido 5' C GGA TCC AAG AAG CGA CCG AAG CCT GGA GG 3!

L:30 Tm:72.7 °C
90sentido 5t C GGA TCC GGT CAA GGT GGC TCC CAT GGT C 3!

L:29 Tm:71.4 °C

l21sentido 5" C GGA TCC GTG GTT GGG GGC CTC GGC 3°

L:25 Tm:72.9 °C

230antisentido 5' @ GARA TTC TTA GCT CGC CCC TCT TTG TTG AAA AGC C 3!
I;:35 Tm:71.6 °C

Todos los partidores fueron obtenidos en MICROSYNTH, Suiza. El producto de
amplificacion fue aislado por electroforesis en gel de agarosa y purificado por filtracion
en gel de silica (QrAquick Gel Extraction Kit, QUIAGEN).

Analisis de secuencia de DNA de ecPrP: El producto de PCR purificado desde gel de
agarosa se digirié comn las enzimas de restriccién EcoRI y BamHI en un volumen total de
40 ul. La digestién se detuvo por inactivacién enzimatica a 85 °C durante 20 min. El
producto se aislé por electroforesis, se purifico desde Agarosa por filtracién en gel de
silica (QIAquick Gel Extraction Kit, QUIAGEN) y se ligé mediante T4 ligasa (QIAGEN)
con el vector pRSET (INVITROGEN), previamente digerido con EcoRI y BamHI La
mezcla de ligacion se transformoé en E. coli DHS5« para amplificar el plasmidio y
posteriormente secuenciarlo. Se realizé el analisis de secuencia de DNA en las dos
hebras del plasmidio utilizando el método de la sonda terminadora deoxi, en un equipo

secuenciador automatico (310 Genetic Analyzer, ABI PRISM).
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3.2, Clonamiento del prién de Xenopus laevis (XIPrP)

El gen xIPrnp fue aislado de una libreria de cDNA de cabeza de Xenopus laevis. La
libreria fue donada por el Dr. John Gurdon del Instituto "The Wellcome Trust of Cancer
Research, UK". 20 pg de cDNA fueron suspendidos en agua a una concentracién de 0,5
pg/pl, La mezcla de PCR que se utilizé contenia: 1x amortignador PCR, 200 uM de cada
dNTP, 4 mM MgSQ,, 2,5 U Taq DNA pol, 200 uM de cada partidor, y ~100 ng cDNA.
El ciclo utilizado en el termociclador fue: 95 °C, 45 s; 60 °C, 1.5 min; 72 °C, 1 min / 32
ciclos.

Se amplificé la secuencia correspondiente a la proteina madura (PrP 23-230), el

fragmento resistente a proteasa (PrP 90-230), y dominio globular (PrP 121-230). La
secuencia de los partidores utilizados, sus largos (L) y sus temperaturas de fusion (Tm)

fueron:

23sentido 5' C GGA TCC AAG AAG AGC GGT GGT GGG AAA AGT AAA AC 3!
L3é Tm71 °C

90sentido 5' € GGA TCC GGT TAT AARC AAG CAA TGG AAA CCT CCC AAG TC3!
L39 Tm71.4 °C

12lsentido 5' G GGA TCC GCT GCT GGT GCT ATT GGA GGC TAC ATG 3!

L34 Tm73 °C
230antisentido5' C GAA TTC TTA CGA TCC TCT CCT GTA CTC GGT GAT GC 3!
L36 Tm71.9 °C

3.3. Mutagénesis sitio-dirigida a mmPrP

Se generaron dos variantes de mmPrP en las que se sustituyeron uno o los dos
residuos del loop B2-02 por los correspondientes a la secuencia de ecPrP. La primera

variante es la mutante simple D1678S, y la segunda la doble mutante D167S-N173K. Las
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mutaciones se realizaron utilizando los reactivos de mutagénesis Stratagene

(QuikChange® kit). Los partidores utilizados fueron:

ble7s 5'-GTCTACTACAGGCCAGTCGAGCCACGTACAGCAACCAGAAC-3!' 78.6 °C
Antisentido §5'-GTTCTEGTTGCTETACTGEGCTCACTGGCCTETAGTACAC-3!

La segunda variante contenia dos sustituciones D167S y N173K

N174K 5' -TACAGCAACCAGAACAAGTTCGTGCACGACTGC-3 79.1 °C
Antisentido 5'-GCAGTCGTGCACGAACTTGTTCTGGTTGCTGTA-3!

El coddn destacado en la secuencia corresponde a la modificacidn introducida.

3.4. Expresion y purificacién de PrP recombinante

En lineas generales se siguid el procedimiento descrito por Zahn et al., 1997, con
modificaciones. Cé¢lulas de Escherichia coli BL21 (DE3) recién transformadas se
utilizaron como indculos para cuitivos en medio Luria Broth (LB) que contenian 100
ug/ml de ampicilina. A una densidad éptica de 0,7 los cultivos fueron inducidos con
isopropil p-D-galactopiranésido (IPTG) a una concentracién final de 1 mM. Para la
marcacién isotépica se utilizé medio minimo (MM) que contenia 1 g/L [°N]cloruro de
amonio, 2 g/L [C] glucosa, y un céctel de vitaminas (5 mg/L tiamina, 1 mg/L, D-
biotina, 1 mg/L cloruro de colina, 1 mg/L acido félico, 1 mg/L niacinamida, 1 mg/L
acido D-pantoténico, 1 mg/L clorhidrato de piridoxal, y 0,1 mg/1 riboflavina),

La expresion en medio minimo se indujo a D.O. 1. Las células fieron cosechadas
luego de 8 h de inducciodn, centrifugadas, suspendidas en 150 ml de amortiguador G (6M

GdmCl, 10 mM Tris-HCI, 100 mM Na,PO4, 10 mM glutatién reducido, pH 8) y luego

procesadas para la purificacion de PrP de la siguiente forma: primero se sonicaron las
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células (30 min en hielo con pulsos de 100 ms/seg, poder 100%), vy luego se
centrifugaron (10 min, 7500 rpm, y rotor GS3 en centrifuga Sorvall RC-5B), la fraccién
de proteina soluble se mezcld con 25 ml de resina de niquel-dcido nitrilotriacético
agarosa {NTA-QIAGEN) y se agitd durante 10 min en hiclo. La resina fue colocada en
una columna y lavada con 120 ml de amortiguador G. Se aplicd una gradiente de 200 ml
de amortignador G a B (10 mM Tris-HCI, 100 mM Na,PO4, pH 8) a la proteina
inmovilizada en la columna. La proteina se liberé con amortiguador A (10 mM Tris, 100
mM NayPO;, 500 mM imidazol, pH 5.8).

Después de lavar la resina con 30 ml de amortiguador G, se repitié el replegamiento
oxidativo y la elucién con imidazol para obtener una segunda alicuota de proteina
pridnica soluble. El PrP fusionado con el tallo de histidina se dializd6 contra
amortiguador D (10 mM Na,POy, pH 5,8) y después confra agua. El tallo de histidinas
fue removido de la proteina utilizando trombina (Sigma) (4 U/umol para ecPrP, y 100
U/pmol para xIPrP). La reaccién de corte se efectud incubando 16 h a 20 °C en
amortiguador E (10 mM Tris-HCI pH 8,5) a una concentracién de 1 mg/ml en el caso de
ecPrP, y 16 h a 20 °C en amortignador F (Tris-HCI 10 mM pH 7,2, urea 2 M), a una
concentracién de 100 ug/ml en el caso de xIPrP. Después de la incubacion, la proteasa se
inactivé y removié con benzamidina-celita (1 mg celita/S00 U Trombina). La
benzamidina celita se retird por centrifugacidon en un paso (25000 x gmin). Una vez
digerida, la proteina se dializ6 contra agna. Luego ecPrP se liofilizd y suspendié en agua

para concentrarla hasta 1 mM. En cambio xIP:P se concentré6 con CENTRIPREP hasta 1
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mM. Finalmente, las muestras se dializaron contra amortiguador de medicién de NMR

(acetato de Na 10 mM, pH 4,5, 10% D,0).

3.5. Espectroscopia de NMR

3.5.1. Experimentos de triple resonancia: La asignacion de sefiales de resonancia del
esqueleto carbonado se llevé a cabo mediante dos estrategias distintas para ecPrP y para
xIPrP. De esta forma, el conjunio de experimentos de triple resonancia requeridos file
diferente en ambos casos.

En ecPrP la asignacidn se basé en el conocimiento de la asignacion de corrimientos
quimicos de espectroscopia NOE (efecto nuclear Overhauser) para el prién de bovino.
Por lo tanto, solo se determinaron los espectros de triple resonancia HNCA (Xay ef al.,
1990; Grzesiek et al., 1992; Yamazaki et al., 1994), HNCO y HN(CA)CO (Grzesiek et
al., 1993): Estos espectros se ufilizaron con el tinico objetivo de confirmar la asignacion
del esqueleto carbonado basada en espectroscopia NOESY, y para su medicion se utilizé
la proteina doblemente marcada '°N,*C-ecPrP.

En cambio, la asignacién de resonancias de x[PrP se determind de novo. Para asignar
las seiiales del esqueleto carbonado se registraron los siguientes espectros de triple
resonancia: HNCA, HN(CO)CA (Grzesiek et al., 1992), HN(CA)CO, HNCO, HNCACB
(Kay et al., 1990; Bax & Ikura, 1991; Grzesiek & Bax, 1992) , y CBCA(CO)NH
(Grzesick & Bax, 1993)

Los detalles teodricos de la evolucion del operador de densidad durante la secuencia

de pulso se encuentran en el APENDICE L Los valores utilizados en la calibracién de
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pardmetros para la adquisicion de éste y todos los experimentos de triple resonancia
medidos se muestran en ¢l APENDICE IL

A modo grafico se muestra el esquema de la secuencia de pulsos para el experimento

HNCA:
9 Y ¥
H E Al S
dl_ | dz faz] . @ | DIPSIZ DIPSI2 DIPSI2 | a4! az|fyllez] /
: paz %2 1 ' !
1N I .00 ] 3 I : Imzld:zl : I WALIZ
: o 'y L s
' - ' 27d :
Beo . I : =Rt I
Bco__: A A a
PFG__ s o ff o o
G G G G; Gy Gs Gg Gg

Figura 5. Esquema de secuencia de pulsos de HNCA

El esquema muestra los cuatro canales 16gicos de frecuencia utilizados, mas el canal
de gradientes (tiltima linea), El experimento comienza con un periodo de retardo d1 para
permitir que el sistema alcance el equilibrio luego de la secuencia de pulso anterior, El
primer pulso (7t/2), genera la coherencia 'H en el plano x,y. Luego, el sistema evoluciona
sin incrementos bajo el Hamiltoniano de corrimiento quimico y de acoplamiento escalar

J el pulso 7 en 'H reenfoca la evolucién del corrimiento quimico, y el pulso 7 en

IH:I.'oN ]

>N permite 1a evolucién del acoplamiento escalar, Calibrando d2 a 1/4.J, ., (2,3ms) la

I.HISN

coherencia es transformada a la antifase 'H*"“N*. Un pulso (p/2) en 'H y otro en °N

transforma la antifase a 'H*"*N*. Esta transferencia de magnetizacién se denomina

INEPT (ver APENDICE I). La magnetizacion antifase activa en "N es transformada en
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coherencia en-fase mediante ¢l retardo d4. Esta coherencia en "N evoluciona bajo
tiempo constante 2*d12 con incremento d0. Durante este periodo los protones se
desacoplan con un tren de pulsos DIPSI2, y un pulso ©t en >C permite la evolucién de

N bajo el acoplamiento escalar J 1 - Al final del periodo de evolucion en BN 1a

magnetizacién se transfiere via INEPT a C con una frecuencia portadora
correspondiente a carbono o, donde una segunda evolucidn con incremento d10 termina
con la magnetizacién marcada en frecuencia 5N y BC. La magnetizacion se transfiere de
vuelta hasta 'H para su deteccién previo tratamiento de la sefial de H,O mediante "water
gate 3-9-19". La deteccién en 'H se realiza desacoplando °N mediante el tren de pulsos

WALTZ.

3.5.2. Experimentos de correlacion:

Se registraron los siguientes espectros de correlacidn:
i) Experimentos 2D de coherencia cuantica simple heteronuclear ['H,'°N]-COSY (Mori
et al., 1995) y ['H,"*C]-COSY (Muhandiram et al., 1993). La descripcién detallada de la
evolucion del operador de densidad bajo esta secuencia de pulsos se encuentra en el
APENDICE L.
ii) Experimentos 3D de coherencia cuéntica multiple homonuclear ['H,'H]-TOCSY
editado en °N y HC(C)H-TOCSY (Bax et al., 1990b).
iif) Experimento 3D de coherencia cuintica simple homonuclear H{(C)CH-COSY (Ikura

et al., 1991b; Gehring & Ekiel, 1998).
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La calibracién de los parametros de medicién para todos los experimentos
mencionados arriba se muestra en el APENDICE IL
El tratamiento tedrico méas detallado de los experimentos de correlacién se muestra

en ¢l APENDICE 1. A modo ilustrativo, se muestra el esquema de HC(C)H-TOCSY:

y Y

Y
]. ¢l’|’.‘ﬂ
H a]a a3 fae - a6 § ds d4 a4 >
1 3 ;2

15N : ' TWALTZ |
. Xyx E ¢1 . . . s ¥ NN Xyx
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Figura 6. Esquema de secuencia de pulsos de HC(C)H-TOCSY

donde d1 es el tiempo de retardo para equilibrar el sistema después de una secuencia de
pulsos previa. Luego del primer pulso (7/2) en 'H, sigue la primera evolucién con
incremento simultaneo de d0 y d3. El incremento es compensado con el decremento de

d4, de forma tal de lograr una evolucién total igual a 1/4J, ,,.(3,2 ms) y preparar la

gt
transferencia de magnetizacién mediante INEPT de 'H a C. Durante esta primera
evolucién, el pulso 7 en 'H.anula el efecto del Hamiltoniano de corrimiento quimico en
'H, y el pulso compuesto de inversién *C permite la evolucién del operador transversal
de 'H bajo el Hamiltoniano de acoplamiento escalar entre ambos nticleos. Gracias a su

amplio perfil de excitacién, el pulso compuesto permite la transferencia de

magnetizacion desde 'H a BC en toda Ia gama de carbonos alifaticos. Una vez
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transferida, la magnetizacién con marca de frecuencia de 'H, evoluciona en *C con
incremento d10, d11, y decremento de d6 y d12, bajo la interaccion del corrimiento
quimico. La magnetizacién termina siendo marcada con la frecuencia de "*C en una
evolucion de tiempo total constante. Durante esta evolucién de °C, la magnetizacién es
desacoplada de los siguientes nicleos: °N (mediante el uso de WALTZ), protones
(mediante un pulso de inversién en 'Hs), y carbonos de carbonilos (mediante un pulso
especifico de Gauss). Luego de ser marcada con la frecuencia de °C, sigue la mezcla
para correlacién total con el uso de la secuencia DIPSI 3 (para una descripcion del pulso
basico y andlisis teérico de TOCSY ver APENDICE I). Una vez mezclada, la
magnetizacién es transferida de vuelta a 'H para su deteccién con desacople de °C
mediante la secuencia de pulsos GARP. Como resultado de este esquema de pulsos, la
dimensién directa y de mayor resolucién de 'H corresponde a la salida de la mezcla
TOCSY, siendo la dimension indirecta de 'H la que da cuenta del corrimiento quimico

de estos nticleos.

3.5.3. Espectroscapia de NOESY:

Se registraron los siguientes experimentos de espectroscopia de transferencia de
magnetizacién longitudinal (NOESY): Un ['H,'H]-NOESY 3D editado en 1°N (Fesik &
Zuiderweg, 1988; Marion ef al., 1989), y dos ['H,'H]-NOESYs 3D editados en *C, el
primero con la frecuencia portadora en la region alifatica y el segundo en la region
aromatica (Fesik, et al., 1988; Muhandiram, et al., 1993),

Los valores ajustados para los parametros de medicién de estos experimentos

NOESY se muestran en el APENDICE I1.
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La descripci6n tedrica de los experimentos NOESY se encuentra en el APENDICE
I. A modo ilustrativo, a continnacién se muestra el esquema de la secuencia de pulsos de

['H,'H]-NOESY 3D editado en °N.

dsids
! ty 2 Y LA
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Figura 7. Esquema de secuencia de pulsos de ['H,"H]-NOESY editado en °N,

La primera parte en el canal de protones corresponde a la secuencia basica de
NOESY, donde dl es el tiempo de preparacion, # el de evolucién y d8 el tiempo de
mezcla (para una descripcion de la evolucion del operador de densidad en estos tres
periodos ver APENDICE I). El pulso de inversién aplicado sobre N durante la

evolucion de 15N, tiene por objetivo eliminar la contribucién de J, ity & la evolucion de

'H. Asimismo, el pulso compuesto de inversién en C desacopla este niicleo del espin
de 'H, y la frecuencia portadora (cnst22) se ajusta para invertir y desacoplar carbonos
alifiticos y aromdticos simultineamente. Una vez terminada la {ransferencia
homonuclear de magnetizacién via NOE, una secuencia INEPT transfiere la polarizacién

a "®N donde evoluciona con un incremento d10 para ser marcada con la frecuencia de
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*N. Durante la evolucién en N, se aplica un pulso de inversién en *C, con frecuencia
portadora ajustada para desacoplar los carbonos o unidos al grupo amida del esqueleto
carbonado (cnst25). La magnetizacion es finalmente trasferida de vuelta a los protones
para su deteccion, previo tratamiento de la sefial de H,O para su atenuacion. Las
gradientes de campo estatico en ¢l eje Z, aplicadas en el canal PFG, tienen por objetivo
evitar la deteccion de magnetizaciones generadas en forma espuria en el plano x,y

durante el tren de pulsos.

3.6. Asignacién de resonancias de ecPrP

La asignacion de resonancias del prién de caballo asi como de la mayor parte de los
priones de mamiferos se lleva a cabo haciendo uso de las resonancias previamente
asignadas de PrPs de otras especies. Con ello se logra disminuir considerablemente el
tiempo requerido para el proceso de asignacion. El esquema del procedimiento se
muestra en la figura 8.

2D [N,'H]-COSY: La lista de posiciones de picos de 3D ['H,'H]-NOESY editado
en N (Fesik & Zuiderweg, 1988; Marion et al., 1989) proveniente del prién de Bos
taurus (btPrP) (Lopez-Garcia et al., 2000) se lee en 2D [1H,]5N]—COSY de ecPrP. Los
corrimientos quimicos de los picos son asignados en forma tentativa a las resonancias de
las amidas ::lel espectro, esto se realiza mediante ajuste visual de los picos a las
resonancias mas cercanas encontradas en el espectro. Luego, la lista de posiciones de
picos que contienen los corrimientos quimicos ajustados, se convierte nuevamente a una
lista de 3D ['H,'H]-NOESY editado en "N mediante la adicién de la coordenada

adicional de 1a dimensién indirecta de "H,
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Espectro 2D - [1°N,IH]-cOSY

Ajuste de los corrimientos quimicos de bPrP previamente asignados

3D - (18, H] - NOESY editado en 1N, 3D - HNCA, H(c)CH-TOCSY

Comprobar la asignacion tentativa por medio de las conectividades NOE dy e
dy, correlaciones HN-CA sequenciales y sistemas de espin por residuo.

3D - ['H,1H] - NOESY resuelto en 13C (regién aromética)

g Asignacion de grupos arométicos

Figura 8. Estrategia de asignacion para las resonancias de Equus caballus PrP (ecPrP).
La asignacion se basd en los corrimientos quimicos previamente asignados de PrP de
Bos taurus, proteina homologa con alto grado de identidad de secuencia respecto a
ecPrP. Los espectros usados se muestran enmarcados, y entre ellos se sefialan las etapas
de asignacion interactiva utilizadas.
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3D ['H,'H] NOESY editado en °N: La lista de posiciones de los picos se lee en el
espectro 3D ['H,'H] NOESY editado en "Ny las asignaciones son revisadas mediante la
biisqueda de sefiales NOE Hy-Hy y Hy-H,, secuenciales (Wiithrich, 1986) y los patrones
de picos cruzados NOEs con resonancias alifaticas y aromaticas. Las resonancias que
son asignadas erroneamente en la primera etapa tentativa, ahora son corregidas. Al final
de esta etapa se obtiene una asignacion correcta en un 75%.

HNCA: Se utiliza la muestra marcada con °N y °C para medir HNCA (Kay et al.,
1990) y verificar la asignacion.

3D /¢ Cl-TOCSY: El primer paso de la asignacién de resonancias alifiticas es
similar al utilizado para los grupos amida. Sin embargo, debido al alto grado de
superposicién de las sefiales en 2D[C,'H]-COSY (Bodenhausen et al., 1980), ¢l error
es mas grande que el observado para las resonancias de los grupos amida. Por tanto se
utiliza el experimento 3D ['*C,*C]-TOCSY (Bax et al., 190b) antes que la nueva lista de
posiciones de picos sea leida en el espectro [IH,IH]-NOESY editado en *C. En 3D
[*C,"* CJ-TOCSY, los sistemas de espin (Wiithrich, 1986) pueden ser identificados y
lnego las resonancias que pertenecen a un mismo residuo pueden ser agrupadas sin
ambigtiedad. Ademas, los corrimientos quimicos de carbonos o se verifican en el
espectro HNCA. De esta forma y con excepcion de pocas sefiales, la asignacion de las
resonancias alifiticas se completa en forma correcta.

3D ['H'H]-NOESY editado en °C: La lista de posiciones de los picos que fue
ajustada en 3D [°C,*C}-TOCSY se lee en 3D ['H,'H]-NOESY editado en P°C (Fesik et

al., 1988; Muhandiram et al., 1993). Los picos son sujetos a un pequefio ajuste debido a
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las diferencias en los corrimientos quimicos entre los espectros TOCSY (Wider et al.,
1984) y NOESY (Kumar et al., 1980; Macura & Emst, 1980). Las ambigiicdades
restantes, después de analizar la lista de posiciones de picos con 3D [PC,"*CJ-TOCSY,
pueden ser resueltas mediante la inspeccién de los patrones de picos en 3D ['H,'H]-
NOESY editado en *C. Como verificacién y correccion finales, las asignaciones de las
sefiales alifaticas en el espectro 3D ['H-"H] NOESY editado en "°N son comparados con
las asignaciones en el espectro 3D ['H,'H]-NOESY editado en '*C, corrigiendo la regién
en el 3D ['H-"H] NOESY editado en °N que contiene picos cruzados NOE con nticleos
alifaticos.

Antes de calcular la estructura, se debe asignar las resonancias de grupos aromaticos.
Debido al bajo nimero de resonancias, la asignacién sélo puede ser completada
revisando la compatibilidad entre ¢l patrén de resonancias NOE y las posiciones de la

lista de picos proveniente del pridén de bovino y ajustada como se describe previamente.

3.7. Asignacion de resonancias de xIPrP

La asignacién de resonancias (figura 9) se realizé aplicando la estrategia de
asignacidn de novo.

Las resonancias de 'H, *C, y "N del esqueleto carbonado se asignan utilizando las
seflales secuenciales encontradas mediante la inspeccion simultdnea de los especiros de
triple resonancia HNCA, HN(CO)CA, CBCA(CO)NH, y HNCACB (Bax & Grzesiek,
1993) y espectroscopia 3D ['H,'H]-NOE editada en 'N (Marion e al., 1989). La
asignacién de resonancias para las cadenas laterales se logra mediante la inspeccién de

los espectros 3D [°C,°C]-TOCSY (Bax et al., 1990) y 3D ['H,'H])-NOESY editado en
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Espectro 2D - [13N,lH]-cOSY

Identificacion de las resonancias de los grupos amida de cada residuo

3D - HNCA, y 3D - [1H,1H] - NOESY editado en 1°N

Asignacion secuencial de grupos amida basado en correlaciones niirégeno
de amida / carbono o y patrones secuenciales NOE dy; vy d_  secuenciales

H(c)CH-COSY, H(c)CH-TOCSY

Asignacidn de las resonancias de protones de cadenas laterales
basada en la correlacion vecinal y total de carbonos

3D - ['H,1H] - NOESY resuelto en 13C (region aromdtica)

Asignacién de grupos aromaticos

Cdlculo de Estructura

Figura 9. Estrategia de asignacion de novo de las resonancias de Xenopus laevis PrP
(x1PrP). Enmarcados se muestran los espectros usados, y entre ellos se sefialan las etapas
de asignacidn interactiva utilizadas, previo al calculo de la estructura,
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BC (Muhandiran et al., 1993). Se utilizé el paquete de programas CARA (computer-
aided resonance assignment) para desplegar los espectros, buscar las resonancias

secuenciales, e identificar los sistemas de espines.

3.8. Calculo de la estructura

La asignacién de los picos cruzados de NOE, la extraccién de las restricciones de
distancia usadas para el calculo del modelo estructural (Wiithrich, 1986) derivadas de los
espectros 3D ['H,'H]-NOESY, y el cilculo de la estructura, se llevaron a cabo mediante
el uso del programa ATNOS-CANDID-DYANA (Herrmann et al, 2002). El
procedimiento requiere como datos de entrada la secuencia y la asignacién completa de
las sefiales de 'H de la proteina, En una primera etapa el programa determina las
posiciones de los picos en los espectros NOEs en forma automéatica y genera una
asignacién preliminar de los picos cruzados basado en los corrimientos quimicos de 'Hs,
aceptando una o mds asignaciones por seflal NOE. Con esta primera asignacién se
calcula un modelo preliminar de estructura y la informacién proveniente de este modelo
se utiliza para mejorar la asignacién. Esta operacién se repite en siete ciclos iterativos
para obtener el modelo final de estructura. En cada ciclo la asignacién se revisa
evaluando la contribucién generalizada al volumen total de Ia sefial (Vk) para cada

asignacion:

_ Cemin(T,ON,.S,..)D,
> C,min(T;O;N,,S,..)D,

[l L

Ve

i=1
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El pardmetro Vk es modificado por varios factores que en su conjunto determinan la
calidad de la asignacién, Entre estos factores Cy pondera el ajuste del pico al corrimiento

quimico asignado para protones y queda determinado por

D wf - QS :
Ce=Cap=cxp —%é[rmaxt(z&wf,zs}i')}
con o’ (i=1, 2, ...., D): coordenadas del pico,
05; =(al=a, 02=p, o3=h(c) ad=h(B)): corrimientos quimicos de las asignaciones
iniciales,
max (Aw”;, AQ%): rango de tolerancia.

Otro término que contribuye al volumen del pico es Ty que pondera la presencia de
picos cruzados relacionados por simetria de la sigLiente forma;

Dada Ia asignacidén inicial para el pico p (a, B, h(er)), se define el pico p* en la

« .y * * *, » ay . - .
posicion (w,”, w5”, ws¥) como la posicion transpuesta del pico p si y solo si:

”*_0f
|wi Q,

<max(Aw!,AQ) ) (i=123)

con o;=P, cx=at, y az=h(f).

La secuencia primaria de la proteina determina la aparicién de sefiales de NOE entre
todos aquellos protones que, debido a su cercania en la estructura covalente no estin a
una distancia menor a 5A, Oy favorece las asignaciones que dan cuenta de este tipo de
NOEs, y su valor serd mayor cuanto més se aproxime el pico cruzado a la posicién
esperada de resonancias NOE determinadas por la estructura covalente.

Otro factor que modifica Vk es la contribucién al volumen basado en el modelo de

estructura generado en cada ciclo Dk, y queda determinado por:
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)

1 M .
D, =—S(d" a9y
¢ Mg( s, /A7)

k=1

T ~/6)
con d = [Zd;fﬂk)

donde aiflk es la asignacién késima del pico p, d(j) la distancia en Angstrom (A)
encontrada para la asignacién £ en la estructura jésima dentro de los 20 conférmeros, y
d ¢l valor obtenido entre todos las distancias de la asignacién multiple del pico p. Las
ecuaciones favorecen aquellas asignaciones que se encuentran méas cerca en el modelo
de estructura generado en cada ciclo al determinar un mayor valor para Dy.

Finalmente, Ny da cuenta de la convergencia entre la asignacién k, y la red auto
consistente de sefiales cruzadas NOE. Esta red se observa cada vez que se tiene un
conjunto de sefiales NOE bien asignadas en el contexto de la estructura proteica. La red
se establece porque cada vez que se tenga una sefial que dé cuenta de la distancia entre
los atomos o y B, existirdn otros atomos y que presentaran sefiales cruzadas con o y p
simultineamente. Entre més 4tomos y se encuentren, mayor sera la densidad de la red y
mayor la contribucién del pardmetro N al volumen del pico p para la asignacién ap.

Con cada ciclo se refina el conjunto de asignaciones para cada sefial NOE, y se
calculan las restricciones de distancia en base a la intensidad de las sefiales. La
calibracion de la relacion intensidad-distancia se realiza para cada espectro utilizado por
separado y estd basado en el conocimiento previo de las distancias promedio esperadas

para ciertos pares de atomos en el polipéptido.
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Al final de cada ciclo se calcula el modelo de estructura que mejor satisface las
restricciones de distancia obtenidas con el conjunto de asignaciones previas. El célculo
de estructura se realiza mediante el modulo DYANA, que utiliza los dngulos de torsién
como modelo proteico para generar las estructura en ciclos sucesivos de hibridaciéon
simulada,

Al final de los siete ciclos se cuenta con una asignacién inambigua de picos cruzados

NOE, y con esta asignacion se calcula la estructura final.
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4. RESULTADOS

4.1. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE

XENOPUS LAEVIS PrP

4.1.1. Introduccion

Una variedad de funciones han sido propuestas para la forma celular de la proteina
pridnica. Sin embargo, las distintas aproximaciones experimentales usadas no han dado
una respuesta definitiva al respecto.

Entre proteinas homdlogas distantes en la escala evolutiva, los residuos son
conservados cuando mantienen la estructura o cuando participan de la funcién. Con el
objeto de estudiar PrPs distantes en la evolucidn, se decidi6 trabajar con la proteina
prionica de la rana africana con dedos de garra (Xenopus laevis; xIPrP) y resolver su
estructura tridimensional. La figura 10A muestra un alineamiento esquemético con las
posiciones relativas de los segmentos mdas conservados en la secuencia. Destaca la

conservacién del péptido-sefial de destinacidn al reticulo endoplasmico en la regién N-
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terminal. Toda esta region, incluyendo el segmento hidrofébico, corresponde a una zona
de estructura desordenada en mamiferos. Otra regién plenamente conservada es la que
ha sido identificada como sefial de internalizacién. En contraste, el segmento
involucrado en la unién a cobre y la region hidréfoba estdn conservadas en mamiferos
reptiles y aves, pero no en este anfibio.

Respecto a la region carboxilo terminal, correspondiente al dominio globular de
mamiferos, se observa conservacion de las posiciones del puente disulfuro, de la
secuencia de union de GPI, y de las secuencias de glicosilacién. En qué medida el
plegamiento esta o no conservado es materia de estudio de este trabajo.

En la escala evolutiva, 1a secuencia de x1PrP es la mas distante de mamiferos con que
se cuenta en la actualidad (figura 10B).

La estructura de x1PrP permitira comparar las secuencias con ¢l objeto de localizar
en la estructura aquellas posiciones conservadas en anfibios y mamiferos. Enire los
residuos conservados se diferencian aquellos que estdn directamente involucrados en la
conservacion del plegamiento de aquellos que no lo estan. El bajo nivel de identidad
entre anfibios (xIPrP) y mamiferos, convierte al segundo grupo de residuos, aquellos
conservados que no participan en la estabilizacion de la estructura, en buenos candidatos

para cumplir un rol funcional.
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4,1.2. Objetivos

"Obtencién, purificacion y caracterizacion estructural de la proteina priénica de

Xenopus laevis (x1PrP) expresada en forma heter6loga™

i) Expresion en bacteria y purificacion.

« El cDNA del prién de Xenopus laevis (xIP1P) se obtiene a partir de una libreria de
c¢DNA de cabeza de Xenopus leavis.

» Se expresan y purifican los fragmentos xIPrP (99-227) y xIPrP (121-227) de la

secuencia priénica utilizando el sistema de expresioén heterdloga de Escherichia coli.

it} Registro de los espectros de resonancia:

« Obtencidn de los espectros de correlacién cuantica simple (HSQC), 'H-°N-COSY,
y BCHSQC para las regiones alifdtica y aromatica.

» Obtencién de los especiros de triple’ resonancia: HNCO, HNCACO, HNCA,
HNCACB, CBCA(CO)NH, y HNCOCA. Para este trabajo se utilizard una muestra de
mmPrP doblemente marcada con Ny °C.

» Espectroscopia NOESY: Se registran los espectros ['H,'H] NOE editados en: BN,
B alifdticos y °C aromaticos.

+ Registro de espectros de correlacion cudntica multiple: HCcH-TOCSY y BN-

TOCSY.
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iii) Asignacion.

La secuencia de Xenopus laevis PrP no posee homologos con alto grado de identidad
que tengan espectros de resonancia previamente asignados. Por lo tanto, se debe
proceder con la estrategia de asignacion de novo. La asignacién se lleva a cabo
utilizando el programa CARA de asistencia para asignacién de resonancias.

iv) Célculo de estructura tridimensional.

El modelo de estructura tridimensional se genera mediante el paquete de programas
ATNOS-CANDID-DYANA para la localizacién automdtica de picos cruzados NOE,
asignacion de los mismos y calculo de la estructura por medio de las restricciones de

distancias determinadas a partir de la intensidad de las sefiales NOE.

v) Refinamiento de la estructura

vi) Analisis de la estructura
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4.1.3. Resultados

4.1.3.1., Bioquimica

4.1.3.1.1. Expresion y purificacion

En esta parte del trabajo experimental se aborda el estudio de dos fragmentos: x1PrP
(121-227) cormrespondiente al dominio globular, y xIPrP (99-227), fragmento
correspondiente al dominio resistente a proteasas de PrP%“ en mamiferos (PP 27-30). A
continuacién se describe el procedimiento para la obtencién de x1P1P.

El protocolo de purificacion de proteinas pridnicas se muestra en el siguiente

esquema general de la figura 11 y se detalla en Materiales y Métodos.

Expresion en Escherichia coli DE3 j

A4

[ Sonicacion celular en GdmCI 6 M (pH 8) ]

V
Columna de niquel-agarosa (pH 8) j

v
\
Digestion HisTag con trombina (pH 8§,3)
-
\'4
Concentracion hasta 1mM (pH 4,5)
N /

Figura 11. Esquema general de purificacién de proteinas pridnicas
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La pella del cultivo sometido a sobreexpresiéon de PrP se sonica en GdmCl 6M, y
luego se centrifugg. El liquido sobrenadante se carga en una columna de niquel-agarosa
para ciclos sucesivos de replegamiento en columna por dilucién en gradiente del agente
caotropico (ver Materiales y Métodos).

En esta etapa el comportamiento del prién varia de especie en especie, Después de
aplicar la gradiente para retirar el GdmCl se aplicd el amortiguador de elucién que
contenia imidazol 500 mM. En este punto, el comportamiento esperado de una proteina
que contiene un grupo de histidinas, es que se libere replegada y monomérica de la
columna junto con el imidazol. En cambio, xIPrP (99-227) qued6 retenido en la
columna y se liberd al comienzo del siguiente ciclo con la aplicacién de GdmCl. Por otra
parte, xIPrP (121-227) quedd unida a la columna y sélo fue posible soltarla con urea 8
M en presencia de imidazol. Los dos fragmentos de xIPrP se obtienen con alto grado de
pureza pero desplegados.

En la figura 12A se muestra el perfil de elucién de xIP1P (95-227) seguido por
absorbancia a 280 nm en cinco pasos sucesivos de elucién de la columna, La variacion
de 1a linea basal se debe a la absorbancia a 280 nm de los amortiguadores utilizados. Los
picos de elucién de proteina se presentan luego de aplicar el amortiguador con imidazol,
Las elipses azules destacan los principales picos de elucion de la proteina. Estos picos
aparecen al comienzo de cada ciclo en amortiguador que contiene GdmCi. Sélo una
pequefia fraccién de la proteina cluye con imidazol 0,5 M/Na;PQO4 La figura 12B
muestra la purificacién de xI1PrP (121-227). Después de aplicar imidazol 0,5 M en

NazPO4 20 mM, la columna se equilibré con urea 8 M y la proteina se eluyd con
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. Lot

GdmHCI(M) 6

Na;PO, urea 8 M; [Imidazol] e T
L > Imidazol (M) 500 _ 5 _50
"9 I/ ﬁ‘ 4 | | poolname FTw_ C _5/8 50/8 st
B . Ji’ | CC o 12312123
) , ed :
1 |
3 in | ,
I
GAmHCI (M) =
Urea (M) 8
Imidazol (mM) 75 100 150
pool name 75/8 100/8  150/8
#n 1 23412 34123st
1
7 L |
(5 9 T N A %
Rt o

Imidazol

Figura 12. Perfil cromatografico de xIPrP (99-227) (A), y xIPrP (121-227) (B). Los
perfiles de elucion desde columna de niquel-agarosa corresponden a la absorbancia a
280 nm vs. tiempo. En A se indican los cinco ciclos de replegamiento. Las lineas rojas
indican el cambio en la composicion de solvente en cada ciclo, primero una gradiente
desde gdmCl 6 M a Na;PO, 100 mM, luego el cambio a Na;PO; 100 mM / imidazol
500 mM, y finalmente la vuelta a gdmCl 6 M del ciclo siguiente. Las elipses azules
muestran los picos de elucion de la proteina. En B la elipse roja destaca la ausencia de
proteina en las fracciones eluidas con imidazol/Na;PO;, y escritas sobre el grafico se
muestran las concentraciones de imidazol utilizadas para liberar la proteina en
presencia de urea 8 M. En C se muestran dos geles de SDS-PAGE de las fracciones de
elucion de xIPrP (99-227), (FT) frente de elucion, (w) lavado, (C) imidazol 0,5 M en
Na3PO,, y con urea 8 M a distintas concentraciones de imidazol como se indica en la
leyenda sobre la figura.
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concentraciones crecientes de imidazol como se indica en la figura 12,

4.1.3.1.2. Replegamiento de los fragmentos de xIPrP

Se ensayaron varias condiciones de replegamiento para ambos fragmentos de xIPrP.
La tabla 4 muestra las condiciones utilizadas para replegar xIPrP (99-227). Los
resultados son evaluados en forma cualitativa. La presencia de agregados se indica como
resultado negativo. El mayor rendimiento se obtuvo acidificando la solucidn inicial en
GdmHCl1 a pH 3 y por dilucién en H,O. El replegamiento de xIPrP (121-227) se obtiene

mediante dilucidn desde urea 8 M en H>O.

Condicion inicial Condicion final Rendimiento®
urea 8 M en H;OpH 7 -
urea 8 M en HOpH3 -
gdmHCl 6 M en H;O pH 7 -
gdmHCI 6 M en Arg 0,5 M pH 10,5 -
gdmHCl 6 M en HOpH 3 +++
gdmHCl 6 M imidazol 0,5 M/NazPO4 +

Tabla 4. Condiciones de replegamiento de xIPrP (97-227). El replegamiento se lleva a
cabo por dilucidn del agente caotropico mediante dialisis 1:100 3X de 10ml de solucion
20pM de xIPrP (99-227). Con excepcidn del dltimo experimento de la lista, se utilizd
una bolsa de dialisis (MWCO 3,5 KDa). El rendimiento se evalué por la cantidad de
proteina soluble al final del procedimiento y se expresa en forma cualitativa. * El signo
menos indica la presencia de agregados, y el signo mas la proporcién de proteina
solubilizada.
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La necesidad de ilevar la solucién a pH 3 para mantener la solubilidad hizo necesario
determinar hasta qué pH se mantiene la estructura de la proteina priénica. Con este
objetivo se determind el espectro de dicroismo circular (CD) para una solucién 10 pM
de xIPrP (90-227) a distintos pHs. En la figura 13 se observa que el espectro no varia
significativamente, y por tanto el contenido de estructura secundaria se mantuvo. A

valores mas acidos la proteina se desnaturo.

4.1.3.1.3. Remocion del péptido de 6 histidinas

Las condiciones dptimas de corte con trombina varian de caso a caso y dependen
principalmente de la tendencia a la agregacion que presente la proteina con que se
trabaja.

En la figura 14 se muestra la biisqueda de condiciones 6ptimas de corte para la
proteina xIPrP (121-227) con trombina. Se muestran los geles de acrilamida SDS-PAGE
de las electroforesis de los productos de digestion de xIPrP (121-227).

La condicion éptima de corte de xIPrP (121-227) 8 pM, fue con 100 U/umol de
trombina, 16 h a temperatura ambiente, en amortiguador TrisHCI 10 mM pH 7,2. En el
caso de xIPrP (99-227) se debid agregar urea 1 M a la mezcla de digestién para
mantener la proteina soluble. La digestion se realizé con 5 uM de proteina, durante 16 h
a temperatura ambiente, TrisHC] 10 mM pH 7,65, y utilizando 20 U de trombina por
umol de proteina. ecPrP se corta en forma 6ptima en 16 h a temperatura ambiente, y en
TrisHCI pH 8§,3.

La trombina se retird de la solucion con celita-benzamidina. La proteina digerida se pasé
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10000 e pH4.5 95C

Elipticidad molar (deg cm? dmol!)

Figura 13. Dicroismo Circular (CD) de xIPrP (99-227) 10 uM en acetato de Na 10 mM,
a distintos pHs. Los ensayos se realizaron a 20 °C a excepcion del control de
desnaturacion (curva roja) que se determino a 95 °C. Para ello se utilizo una solucion de
xIPrP (99-227) 20 uM.
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pH
trombina (U/pumol)
grado de pureza
fraccion de centrif.
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fraccién de centrif,
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72 2 7575
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pH 75 5

trombina (U/umol) 20 40 100
fracciondecentrift T PS TPSTPS st

-—

no cortado
cortado

Figura 14. Ensayo de corte de xIPrP (121-227) con trombina. La reaccion se llevo a
cabo a pH 7,0 7,2 y 7.5 con diferentes concentraciones de trombina y con dos conjuntos
de fracciones de proteina, uno de alta pureza (P) y un segundo con impurezas
remanentes (I). Después de la incubacion se separ6 una alicuota (T) y el resto de la
solucion se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min, se cargé la pella (P) y el liquido
sobrenadante (S) por separado a un gel de SDS-PAGE. Las incubaciones se realizaron a
temperatura ambiente durante 16 h, y se utilizé 0,244 mg de xIPrP (121-227) en cada

ensayo.
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por la columna de niquel-agarosa para retirar la fraccién no cortada y se dializé contra
acetato de Na 10 mM pH 4, y se concentré por filtraciéon en un CENTRIPREP. Las
muestras para NMR se dializaron contra amortiguador acetato de Na 10 mM pH 4.5, y

D,0 10%.

4.1.3.1.4. Solubilidad de las proteinas purificadas

En la figura 15 se muestra el espectro de resonancia 1D 'H para xIPrP (121-227), la
dispersién de corrimientos quimicos de las resonancias de protones muestra que la
proteina se obtuvo en forma replegada. Sin embargo presenta baja solubilidad cinética y
termodindmica. Es posible concentrar la muestra hasta 200 pM, condicién metaestable
que se mantiene hasta 10 min a temperatura ambiente. La condicién de solubilidad
resulta ser dependiente del pH, y la mayor solubilidad termodindmica posible de
alcanzar es de 40 pM, considerada insuficiente para realizar estudios de NMR tendientes
aresolver la estructura 3D.

La inclusidn del segmento 99—~120 en la secuencia del dominio globular result en un
incremento significativo de la solubilidad, ello probablemente debido a la repulsién de
carga gjercida enire las cinco. lisinas que incluye esta parte de la secuencia. La figura 16
mu(;stra el espectro de protones de xIPrP (90-227) con la dispersion propia de las de las
proteinas plegadas. En esta misma figura se muestra una tabla con los resultados
solubilidad para los distintos fragmentos de x1PrP. Como se muestra en la tabla, la
mantencion del zag de histidinas en el extremo amino terminal también se traduce en un

aumento notable de la solubilidad, lo que refuerza la hipdtesis que es la repulsién de

55




o
[+1]
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(5]
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[
$ud

bpm
H Tiempo de latencia Solubilidad Cinética Solubilidad
p para 100 uM PrP (h)  (pM/tiempo de latencia) Termodindmica (tM)
4,5 3 100/3 h 3
4,0 5 140/30 min 20
3,5 16 200/10 min 40

Figura 15. Espectro 1D-'H de NMR de xIPrP (121-227) 140 pM en acetato de Na 10
mM pH 4,0 a 20 °C. La tabla muestra los resultados de ensayos de solubilidad con
muestras concentradas mediante filtracién por centrifugacion. Tiempo de latencia para
100 pM se determiné por incubacién a 20° y los pH indicados. Solubilidad cinética, se
prepararon soluciones a las concentraciones y los pH indicados, se incubaron a 20 °C.,
En ambos parametros se muestran los tiempos en que se comenzd a observar turbidez en
la solucién. La solubilidad termodinimica se determiné luego de una semana de
incubacion a 20 °C,
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10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Rendimiento Solubilidad termodinamica

(mg/6 L) (mM)
xIPrP (121-226) 45 0,003
xIPrP (121-226) + His 7Tag 70 hasta 1
xIPrP (99-226) 25 hasta 1
xIPrP (90-226) + His Tag 74 hasta 1

Figura 16. Espectro 1D-'H NMR de 1 mM xIPrP (99-226) en acetato de Na 10mM pH
4,5. En la esquina izquierda se muestra la banda de proteina obtenida por SDS-PAGE.
La tabla contiene los valores de solubilidad al equilibrio con los fragmentos de xIPrP

estudiados. Los ensayos se llevaron a cabo en amortiguador acetato de Na 10 mM pH
4,5a20°C.
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cargas la responsable del incremento de solubilidad.

4.1.3.2. Estudios estructurales

4.1.3.2.1. Dindmica y prediccion de la estructura secundaria

En la figura 17A se muestra las relacion entre los valores de la razén entre la
intensidad de *N{'H}-NOE heteronuclear y la de un espectro de referencia para xIPrP
(99-227), y la secuencia. Se distinguen dos regiones: La primera en la extremo N-
terminal, comprende los residuos 99 a 125, y presenta valores negativos de N{'H}-
NOE heteronuclear, lo que indica que esta regién es altamente flexible. Este segmento
corresponde a los residuos necesarios para mantener la proteina soluble. La segunda
region que se distingue en el estudio de dinimica, es la regién entre los residuos 125 y
226, con un valor promedio positivo de "N {'H}-NOE heteronuclear. El resultado indica
que el segmento es de flexibilidad reducida lo que sugiere que se trata del dominio
globular, Este dominio globular posee un segmento mas flexible en la region
correspondiente al loop 32-02 en mamiferos. En la figura 17 en ¢l ¢je de las abscisas se
muestra la secuencia de xIPrP (99-227), bajo ella un esquema con los ele;nentos de
estructura secundaria present;-s en la proteina de mamiferos, en rojo las hélices o y en
celeste las hebras B. El grafico en la figura 17B muestra la diferencia entre el
corrimiento quimico observado para los Co; y sus valores esperados para las

conformaciones en ovillo aleatorio. Las desviaciones positivas indicativas de hélices a

coinciden con la posicion de las hélices observadas en mamiferos.
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4.1.3.2.2. Restricciones de distancia y calculo de estructura

La figura 18 muestra el conjunto de restricciones de distancia de alcance corto y
medio que se obtiene del anélisis de los espectros NOESY. No se muestra el extremo N-
terminal (residuos 99-124), pues no presenta resiricciones de alcance medio. La
secuencia aminoacidica muestra las restricciones de corto alcance esperadas cuando la
asignacién de las resonancias es correcta (dnn(,it+1); dan(i,i+1); dpn(i,i+1)). Ademas, se
observan las resiricciones de alcance medio caracteristicas de hélices o {dnn(i,i+2),
don(i,it2), (1L,i+3), y (1,it4), y dap( 1,i+3)), estas restricciones se presentan entre los
segmentos 144 a 156, 175 a 195, y 199 a 226. Se observd acuerdo entre las
conectividades tipicas de hélices o descritas arriba, y las regiones que presentaron
desviaciones de los corrimientos quimicos de carbonos o mostrados en la figural7B.

En un primer intento, el analisis de los espectros NOESY vy el cilculo de la estructura
se llevé a cabo en forma automdtica utilizando los programas ATNOS-CANDID
(Herrmann et al., 2002) incluido en el programa de dindmica de angulos de torsién
DYANA (Glintert et al., 1997). Este paquete localiza y asigna las sefiales NOE, extrac
las restricciones de distancia y las utiliza para calcular la estructura. El resultado
obtenido fue un estructura con el plegamiento esperado, correspondiente a las estructuras
pridnicas de los homdlogos. Sin embargo, el valor de la desviacién cuadratica media
(r.m.s.d.) para las posiciones de los 4tomos del esqueleto carbonado fue de 1,1, valor que
da cuenta de una pobre definicién de la estructura. En vista del magro resultado en la
definicién del conjunto de estructuras calculadas, se decidié realizar la identificacién,

localizacidn y asignacion de las sefiales NOE en forma manual, para luego incluir esta
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Figura 18. Restricciones de alcance medio y corto para el calculo de la estructura de
xIPrP. Las barras y lineas negras se ubican bajo los residuos en que se observaron
conectividades por NOE. Las conexiones observadas involucran protones: de grupos
amida en el esqueleto carbonado (dxn); alfa y amida del esqueleto carbonado (d,w); beta
y amida del esqueleto carbonado (dgn). Las conexiones fueron observadas entre residuos
contiguos (i,i+1), y a uno (i,i+2), dos (i,i+3), tres (i,i+3), y cuatro (i,i+4) residuos de
distancia.
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informacién directamente en el programa de dindmica de dngulos de torsion DYANA y
de esta forma obtener la estructura. Los 20 estados conformacionales con menor funcién
blanco (TF) calculados con DYANA fueron sometidos a minimizacién con el programa
OPALp (Luginbiihl ez al., 1996), programa que utiliza la definicién de campo de fuerza
AMBER (Cornell et al., 1995).

La tabla de la figura 19 muestra los valores de entrada para el célculo de las
estructuras, y los valores de los pardmetros mas importantes de la estructura minimizada.
La estructura fue calculada usando un total de 2283 restricciones relevantes de distancia.
Se calculan 100 estructuras y de ellas se extraen las 20 con menor valor de funcion
blanco de DYANA (valor inversamente proporcional al niimero de restricciones de
distancia violadas en la estructura). El valor promedio de la funcién blanco es de 1,99
para las 20 estructuras elegidas. La figura 19B muestra el conjunto de 20 estructuras con
menor valor de la funcién blanco de DYANA. Las estructuras fueron ajustadas para
minimizar la r.m.s.d. respecto a la estructura promedio hasta un valor de 0,75, en el
ajuste sélo se consideraron los residuos 125 a 226. El segmento 99-124 presenta
estructura desordena(;a, resultado acorde con la alta flexibilidad determinada para este

segmento.

4.1.3.2.3. Analisis de Ia estructura
El dominio globular de la proteina xIPrP (125-227) posee estructuras secundarias
regulares que se muestran en la figura 20. El plegamiento global corresponde al

observado en sus homdlogos de mamiferos, con tres hélices o, hélice-a1 en el segmento




A B

Cantidad Valor
Restricciones superior NOE 2283
Funcién blanco residual (A2) 1,99+ 0,19

Distancia residual

Violacion de restricciones

Nuamero > 0,1A 241 4
Miéximo (A) 0,141 0,01
Energias Amber, kcal/mol
Total -5215+ 60
van der Waals -244 117
Electrostatica -6032+ 59
RMSD de las coordenadas
promedio (A)
bb (125-226) 0,751 0,13
ha (125-226) 1,19+ 0,12

Figura 19. Estructura NMR de xIPrP (99-226) y tabla de datos de entrada para el calculo
y caracterizacion de la estructura energéticamente minimizada. A Con la excepcion de las
dos primeras entradas, la tabla muestra el promedio para los 20 estados conformacionales
energéticamente minimizados con los residuales mas bajos de la funcion blanco de
DYANA vy la desviacion estandar entre ellos. bb indica los atomos del esqueleto
carbonado N, Ca , C’; ha indica todos los heteroatomos. Los numeros entre paréntesis
indican los residuos para los que se calcula la rm.s.d. B Estructura NMR de xIPrP (99—
227). Se muestra el esqueleto carbonado del conjunto de 20 estados conformacionales con
el valor mas bajo de funcion blanco de DYANA. Los estados conformacionales fueron
alineados para el mejor ajuste de los heteroatomos del esqueleto carbonado de los residuos
125-226, con una r.m.s.d. de 0,75 A.
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Figura 20. Estructura NMR de xIPrP (99-226) donde solo se muestran los residuos
ordenados 125-226. Representacion de cinta de la estructura con el valor de funcion de
blanco menor entre los 20 conférmeros. Las tres hélices alfa, al, a2, y a3 estan
coloreadas en rojo y amarillo, las hojas B en celeste, y los segmentos del dominio con
estructura no regular en gris. Se indican los residuos N y C-terminal, mas los residuos de
los extremos de la hoja beta plegada. Esta figura fue preparada con el programa Molmol
(Koradi er al., 1996). El plegamiento global consiste en tres hélices o que comprenden
los residuos 145-156, 174-193, y 202-224, y una hoja B inusualmente larga que
comprende los residuos 125-133 y 160-166 para las hebras B1 y B2, respectivamente.
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segmento 144155, hélice-a2, en el 174-196, y hélice-a3 en el 203-224, mas una hoja
beta que comprende los residuos 127-133 para la hebra-B1, y 160-165 para la hebra B2.
Al compararla con los homélogos de mamiferos, la hoja beta de xIPrP resulta
inusualmente larga. En la figura 21 se destaca con elipsoides las sefiales NOE que
sustentan la hoja B. En ella se muestra el espectro ['H,'H]-NOESY resuelto en *N que
contiene las conexiones 'H de grupo amida de una hebra y 'Ho de Ia hebra contigua. Se
muestra también el espectro ['H,"H]-NOESY resuelto en '*C con las conexiones NOE
entre 'Ho pertenecientes a ambas hebras. En este tltimo espectro las sefiales son
negativas porque la region de frecuencias de Ca esta doblada en el espectro. A modo de
resumen esquematico, a la izquierda de esta figura se muestra con lineas verdes todas las
conexiones 'H-'H entre los esqueletos carbonados de ambas hebras, condicién que
explica la extensién de la hoja beta en el calculo estructural, hasta una regién que
corresponde al Joop P2-a2 en las proteinas homdlogas de mamifero,

La hélice a2 y la hebra B2 se encuentran unidas a través de un puente de hidrdgeno que
se muestra en la figura 22. El puente se establece enfre el grupo amida de Y162 en la
hebra B2, y el grupo OHy de S185 en la hélice a2. Las resonancias provenientes de los
grupos OH por lo general no son observables por el alto nivel de intercambio con H;O.
La interaccion que involucra el proton del OHy en S185 disminuye el intercambio con
H,0, lo que hace posible observar su resonancia. La figura 22 a la derecha muestra la
sefial NOE proveniente de este protén de hidroxilo en la banda de sefiales NOE del
grupo amida del mismo residuo. En Ia banda de la derecha se muesira la sefial NOE de

este protén OHy de la hélice o2 hacia el protén del grupo amida del residuo Y162
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Figura 22. Sefial NOE de puente de hidrogeno H-Y162 0y-S185 de xIPrP. A la
izquierda se muestra la estructura NMR de xIPrP. Las hebras beta se dibujan
semitransparentes para mostrar el atomo de "°N (esfera azul) perteneciente a la hebra (2.
En linea verde discontinua se muestra el puente de hidrogeno entre H™-Y 162 (localizado
en la hebra 32) y Oy-S185 (localizado en la hélice a-2). En anaranjado se muestra parte
de la cadena lateral de S185. La esfera roja corresponde al 4tomo Oy de S185, la blanca
y la azul a los atomos de hidrogeno y nitrégeno, respectivamente, que pertenecen al
grupo amida del residuo Y162. A la derecha se muestran dos bandas de la dimension °N
de un espectro ['H,'H]-NOESY editado en °N. La banda izquierda corresponde a las
seflales NOE hacia el grupo amida de Y162 y la de la derecha al grupo amida de S185.
En 6valo verde se destacan la sefial NOE inter-residual desde Hy S185 a H" Y162
(banda derecha), y la sefial NOE intra-residual desde Hy de S185 a H" (banda derecha).
El espectro 'H-'H NOESY resuelto en "°N fue medido usando una muestra de xIPrP 1
mM, acetato Na 10 mM pH 4,5, 90% H,0, 10% “H,O. Se muestran las bandas de
seflales NOE para los grupos amida de los residuos Y162 y S185.
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localizado en la hebra p2.

4.1.3.2.4. Bitsqueda de sitios funcionales

La figura 23 muestra el alineamiento de las secuencias de proteinas pridnicas
provenientes de mamifero, ave, reptil y anfibio. Los residuos conservados en los cuatro
grupos {destacados en rojo en las secuencias) son localizados en la estructura
tridimensional de x1P1P, y sus cadenas laterales se muestran en naranjo. Se observa que
todos ellos se encuentran en la zona hidréfoba del dominio globular, y participan de una
u ofra forma en la estabilizacion de la estructura. De esta forma, el nticleo hidréfobo se
encuentra completamente conservado con la excepcidn de la posicion 210 que en xIPrP
es sustituida por un residuo cargado positivamente {(K210). Esta sustitucién no es
desestabilizante por cuanto es compensada con la formacién de un puente salino con el
residuo D206. Con esta interaccidon ambos residuos permanecen en el niicleo hidréfobo.,
El segmento de secuencia enmarcado en el alineamiento muestra en azul dos residuos
que son conservados hasta aves/reptiles en la evolucién. Tales residuos no se encuentran
en el ndcleo hidréfobo y fueron por tanto postulados como posibles sitios funcionales.
Junto a las posiciones hidrofobas 149 y 150, estos residuos constituyen un motivo
similar al encontrado en la cadena o2 de laminina. Cualquiera sea la relevancia del

motivo, éste no se encuentra conservado en el anfibio.
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#.1.4. Discusién

4.1.4.1. Conservacion de la secuencia en la region N-terminal

En esta seccion se estableceran las posibles correlaciones enire la secuencia
aminoacidica, la estructura tridimensional, y las propiedades funcionales de las proteinas
pridnicas. Para ello se consideraran la estructura determinada para el anfibio (Xenopus
laevis; x1PrP), mas las estructuras disponibles de mamifero (Homo sapiens; hsPrP), aves
(Gallus gallus; ggPrP), y reptiles (Trachemys scripta; tsPrP),

En la primera parte de este capitulo se analizé la region N-terminal no estructurada
de las proteinas pridnicas, en biisqueda de las zonas conservadas en anfibio respecto a
sus homdlogos lejanos. Brevemente, se identificd que la estructura del anfibio conserva
algunas regiones del extremo N-terminal (figura 24). La conclusidon mas segura que se
puede sacar se refiere al trafico celular de PrP¢, pues los elementos estructurales que se
sabe son importantes para el trafico celular estin altamente conservados en las
secuencias de PrP y en las estructuras fridimensionales. Ellas son la secuencia N-
terminal de destinacion al reticulo endoplasmico, la secuencia entre los aminoacidos
23-42 que dirige la proteina a la via de internalizacién celular, y por lo tanto controla la
endocitosis de la proteina (Gilch et al., 2004), y finalmente la secuencia C-terminal que
une un GPI de anclaje a la membrana, y lo dirige a las balsas lipidicas (Harris, 1999).
Las asignaciones funcionales tentativas que se han propuesto para estas regiones también
se¢ han validado por los estudios esiructurales, por cuanto en todas las especies

analizadas éstas se localizan en la zona de estructura desordenada que esta 100%
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accesible al solvente,

4.1.4.2. Comparacion de los dominios globulares

Las estructuras ftridimensionales de los dominios globulares de PrP de
hsPrP(121-230) (Zahn et al., 2000), ggPrP(121-225), tsPrP(121-225) y xIPrP(125-226)
(Calzolai et al, 2005) muestran evidentes similitudes. La figura 25 muestra la
localizacién de las estructuras secundarias regulares, la disposicion tridimensional de los
elementos de estructura secundaria regulares, y la coincidencia en €l nticleo hidréfobo de
cadenas laterales con baja accesibilidad al solvente.
Al prescindir de la hélice al en el proceso de ajuste de las estructuras mostradas en la
figura 25, se obtiene una superposicion de las estructuras secundarias regulares bastante
ajustada en las cuatro proteinas. Aplicando este procedimiento, los heteroatomos del
esqueleto carbonado de las hélices o2 y o3 y de la hoja B se sobreponen, para cualquier
par de las cuatro protefnas pridnicas, con una r.m.s.d. igual o menor a 1,1 A. Luego, el
30% de identidad de secuencia que comparten es suficiente para conservar el
empacamiento del niicleo hidr6fobo. Sin embargo, los loops que unen los elementos de
estructura secundaria regular, asi como la orientacion de la hélice a«l, varian
significativamente entre las especies estudiadas. Esta variabilidad estructural es acorde
con el bajo nivel de conservacién de secuencia observada para estas zonas del dominio
globular, Algunas de estas variaciones podrian ser consideradas como caracteristicas
estructurales distintivas de los diferentes grupos evolutivos de PrPs. Un primer ejemplo

es el loop 166~173. Esta region muestra desorden dinamico en hsPrP (Zahn et al., 2000),
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Figura 25. Superposicion de los esqueletos carbonados de (A) xIPrP (125-226) (celeste)
y hsPrP (121-230) (rojo), (B) trPrP (121-225) (verde) y hsPrP (121-230) (rojo), y
ggPrP (121-225) y hsPrP (121-230) (rojo) Las proteinas fueron alineadas en los
siguientes segmentos 128-131, 161-164, 173-187, y 201-223. Las vistas de la derecha
se obtienen rotando las de la izquierda en 180° alrededor del eje vertical.
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pero estd definida con mayor precisién en las otras tres especies. En tsPrP, el loop
166—173 parece estar definido por interacciones de largo alcance entre V171 y Y222,
por la insercion de una prolina en ggPrP, v por una insercién de dos aminodcidos en
xIPrP. Otra caracteristica estructural distintiva se encuentra en el extremo C-terminal de
la hélice o2, esta regidon cuenta con un segmento de cuatro treoninas en hsPrP, con
hélices 3—10 en ggP1P y tsPrP, y se encuentra interrumpida en xIPrP. Otra caracteristica
distintiva para ggPrP es una insercion entre las hélices o2 y o3, que forma un Joop

flexible, y la elongacién de la hélice a3 (Wopihner et al., 1999).

4.1.4.3. Arquitectura de las proteinas prionicas

Las comparacion de estructuras de proteinas pridnicas indican que los siguientes
elementos estan presentes en todas ellas y forman el andamiaje que estabiliza el tipo de
plegamiento de PrP®: La disposicién de las dos largas hélices a2 y a3, su conexién por
puente disulfuro y el empacamiento de la hoja B contra de las hélices o2 y o.3., reforzado
por un puente de hidrégeno entre O de T(S)183 v H de Y162, y el anclaje de la hélice
contra el nicleo proteico mediante dos tirosinas o triptofanos en las posiciones 149 y
150. La figura 26 muestra el andamiaje conservado de PrP®. En ella se observan los

elementos estructurales presentes en la familia y la orientacion variable de la hélice o1.
4.1.4.4. Secuencia funcional en el dominio globular de PrP©

La mayoria de los aminodcidos conservados en las proteinas pridnicas aparentemente

juegan un papel importante en la estructura de PrP, pero hay residuos altamente
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Figura 26. Modelo de la estructura minima de PrP. Las hélices o se muestran como
cilindros, la hélice a-1 en verde y las hélices a2 y o3 en azul, las hebras B son
representadas como flechas verde oscuras. El puente disulfuro se muestra en amarillo y
el puente de hidrogeno entre Oy de T183 y el protén de amida del esqueleto carbonado
de Y162 como linea punteada celeste. Los segmentos del esqueleto carbonado que unen
los elementos de estructura secundaria son mostrados como un tubo gris a través de las
posiciones de Ca. Si los elementos estructurales son superpuestos para el mejor ajuste,
la hélice a1l adopta diferentes orientaciones en proteinas prionicas de anfibio, reptiles,
aves y mamiferos.
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conservados en la hélice al de mamiferos, aves y reptiles que dificilmente podrian ser
considerados como elementos estabilizantes de la estructura. La secuencia entre los
aminoacidos 146—153 fue utilizada para buscar en la base de datos de secuencia de
proteinas con una funcién conocida. Se encontré una relacidn significativa entre este
segmento de la hélice ol y la secuencia EECYYDEN, de la regién 351-358 de la
cadena o2 de la laminina humana, Este motivo funcional putativo en la hélice ol de
PrPC resulta interesante debido a que el receptor de laminina ha sido propuesto
previamente como un posible ligando de PrP® (Gauczynski ef al., 2001). Sin embargo,
este motivo funcional putativo del dominio globular se pierde en xIPIP, en
correspondencia con la pérdida de motivos que se observa en la region N-terminal

desordenada.
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4.2. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA DE

EQUUS CABALLUS PrP

4.2.1. Introduccion

La hipotesis de "s6lo proteina" sugiere que la causa de las enfermedades
espongiformes transmisibles es ¢l cambio de conformacion de la proteina priénica (PrP).
En este contexto, las restricciones impuestas por la barrera interespecies para la
transmision de la enfermedad pueden estar relacionadas con variaciones de la estructura
de PrP entre las distintas especies. Es por ello que ha sido motivo de mucho interés la
obtencién de las estructuras NMR de distintas especies (Riek et al, 1998). La
pertinencia de esta aproximacion experimental queda de manifiesto con la demostracion
que la proteina recombinante de PrP tiene el mismo plegamiento global que PrP¢ (Eberl
et al., 2004; Hornemann et al., 2004). La falta de modificaciones post-traduccionales en
PrP, expresada en Escherichia coli, tiene cuando mucho un efecto local muy limitado en
la arquitectura molecular de la proteina. (Homemann ef al., 2004).

Hasta ahora han sido descritas las estructuras NMR de PrPSs provenientes de las
especies mamiferas: ratén (mmPrP) (Riek et al., 1996; Riek et al., 1998), hamster sirio
(maPrP) (James et al., 1997, Liu ef al., 1999), humano (hsPrP) (Zahn et al., 2000),
bovino (btPrP) (Lépez-Garceia et al., 2000), porcino (scPrP), canino (cdPrP), felino
(fcPrP) (Lysek er al., 2005), y ciervo (ceP1P) (Gossert et al., 2005).

Estas proteinas muestran un plegamiento global muy similar caracterizado por la

presencia de un tallo flexible no estructurado de 100 residuos en el exiremo N-terminal,
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unido a un dominio globular en el C-terminal que muestra variabilidad estructural
restringida a ciertas zonas entre las distintas especies. Una de las regiones que muestra
diferencias entre las distintas especies es el Joop entre los residuos 167-171, que une la
hoja B2 con la hélice &2, el cual varia en el grado de definicién estructural. La region del
loop permanece expuesta al solvente incluso en presencia de los azlicares unidas post-
traduccionalmente (Rudd ef al., 2001), y ha sido identificada como posible epitope para
una interaccidn determinante en la transmision de la enfermedad, con un factor hasta
ahora desconocido codificado por el huésped denominado "factor X" (Kaneko et al.,
1997a). Este factor ha sido propuesto como mediador de la conversion de PrP€ en PrP%°,
y estd involucrado en la barrera interespecies (Telling et al., 1996; Kaneko ef al., 1997D).
En ciervo, dos sustituciones en la secuencia del loop (S170N, N174T) dan cuenta de
un loop que tiene su estructura bien definida (figura 27), y para ¢l cual todas las
resonancias del esqueleto carbonado son observables (Gossert et al., 2005). En contraste,
un desorden estructural pronunciado en este loop se observa en la PrP€ de otras especies
de mamiferos (Riek et al., 1996; Lopez-Garcia et al., 2000; Zahn ef al., 2000; Lysek et
al., 2005), donde se pierde un niimero de resonancias de NMR del esqueleto carbonado.,
En esta parte del trabajo se resuelve la estructura NMR de la forma celular de la
proteina priénica de caballo (Equus caballus; ecPrP) a 25 °C, y se describe la existencia
de conformaciones alternativas o estados excitados de baja energia. Se postula un
modelo para explicar el comportamiento del /oop a2-B2, proponiendo va método para

caracterizar en mayor detalle su estructura y dindmica.
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119 130 140 150 160 170 175

hsPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPIIHFGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPMDE ONNE
ecPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVSE QENF
mmPrP SVVGGLGGYMLGSAMSRPMIHEGNDWEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVIQ ONNF'
btPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHPGSDYEDRYYRENMHRYPNQVYYRPVLQ QNNP
cdPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPDQVYYRPVIQ QNNFE
fecPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVLQ QONNFE
oaPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVLCH ONNF
scPrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGSDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVLQ QNSF
maPrP GAVVGGLGGYMLGSAMSRPMMHEFGNDWEDRYYRENMNRYPNQVYYRPVLQ QNNEF
cePrP GSVVGGLGGYMLGSAMSRPLIHFGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYYRPVLQ ONTF

hidrophobic Bl p2 £ 28

* *

180 190 200 210 220 230
hsPrP VHDCVNITIKQHTVTTTTKGENFTETDVKMMERVVEQMCITQYERESQAYYQRGS
ecPrP VHDCVNITVKQHTVTTTTKGENFTETDVKIMERVVEQMCITQYQKEYEAFQQRGAS
mmPrP VHDCVNITIKQHTVTTTTKGENFTETDVEMMERVVEQMCVTQYQKESQAYYDGRRS
btPrP VHDCVNITVKEHTVTTTTKGENPTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRGA
cdPrP VRDCVNITVKQHTVITTTKGENFTETDMKIMERVVEQMCVTQYQKESEAYYQRGAS
fcPrP VHDCVNITVRQHTVTTTTKGENFTETDMKIMERVVEQMCVTQYQKESEAYYQRRAS
caPrP VHDCVNITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCITQYQRESQAYYQRGAS
scPrP VHDCVNITVKQHTVTTTTKGENFTETDVKMIERVVEQMCITQYQKEYEAYAQRGAS
maPrP VHDCVNITIKQHTVTITTTKGENFTETDIKIMERVVEQMCTTQYQKESQAYYDGRRS
cePrP VHDCVNITVKQHTVTTTTKGENFTETDIKMMERVVEQMCITQYQRESEAYYQRGAS

(6 o
* *

Figura 27. Alineamiento de secuencias del dominio globular de priones de mamiferos.
Se muestra el alineamiento del segmento globular de proteinas priénicas provenientes
de: humano (Homo sapiens; hsPrP), equino (Equus caballus, ecPrP), ratéon (Mus
musculus; mmPrP), bovino (Bos taurus; btPrP), can (Canis domesticus; cdPrP), felino
Felis catus (fcPrP), ovino (Ovis aries;, 0aPrP), porcino (Sus scrofa; scPrP), hamster
(Mesocricetus auratus; maPrP), ciervo (Cervus elaphus; cePrP). En la parte superior se
muestra la numeracion utilizada para Equus caballus PrP. La secuencia de Equus
caballus se destaca en azul. Enmarcadas en rojo se indican las posiciones donde Eguus
caballus presenta sustituciones tnicas. Enmarcada en azul se indica la posicién en que
maPrP y cePrP difieren del resto de las secuencias alineadas. Bajo el alineamiento de
secuencias se muestran esquematicamente: las regiones de hélices alfa en rojo, las hebras
beta en celeste, y el segmento hidrofébico en gris. La barra roja indica la region del loop
a2-B2. Los asteriscos indican las posiciones postuladas como posibles sitios de union
del factor X.
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4.2.2. Objetivos

Obtencion, purificacion y caracterizacion estructural de la proteina prionica de Equus

caballus (ecPrP) expresada en forma heteréloga

i) Expresion y purificacion:

» Clonamiento de PrP ¢DNA de Equus caballus (ecPiP). Se clond el ¢cDNA del
fragmento correspondiente a los 121-230 de ecPrP a partir de sangre de caballo. El
cDNA de ecPrP se subclond en el vector de expresion pRSET y se transformo en la
bacteria Escherichia coli BI21 para sobreexpresar la proteina como cuerpos de inclusion.

e Purificacion: Se utilizaron cultivos de £ coli BL21 para la obtencion de ecPrP no
marcada, marcada con "N, y doblemente marcada con "N y "C. Cada muestra se
purific, concentré6 a 1 mM y equilibrd en el amortiguador apropiado para las

determinaciones de NMR.

ii) Medicién de espectros NMR.

» Registro de espectros de correlacion cuantica simple (FHSQC): ['H,PN]-COSY, y
['H,"C] cosy para las regiones alifitica y aromdtica. Estos espectros bidimensionales
se usaron como plataforma de guia en el trabajo con espectros tridimensionales.

» Registro de espectros de triple resonancia HNCO, HNCACO, y HNCA. Estos
espectros se utilizaron luego para corroborar la asignacidn del esqueleto carbonado.

« Registro de espectros de NOE: ['H,'H] NOE editados en: °N, PC alifaticos y ®C
aromaticos. La informacion proveniente de estos espectros se utilizé posteriormente en

el cdlculo de la estructura tridimensional de la proteina.
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* Registro de espectros de correlacion cuantica multiple HCcH-TOCSY y “N-
TOCSY. Estos espectros se utilizaron para asignar las sefiales provenientes de las

cadenas laterales.

iit) Procesamiento y asignacion de resonancias.

Los espectros en el dominio temporal se procesaron para transformarlos al dominio
de frecuencia. Se asignaron las resonancias NMR a los distintos niicleos de la proteina
usando la estrategia de asignacion para espectros de protefnas que tienen homélogos con

resonancias previamente asignadas.

iv) Calculo de la estructura fridimensional
Con la asignacion completa de las resonancias de protones se procedié al célculo
semi-automatizado de la estructura tridimensional por medio del paquete de programas

ATNOS-CANDID-DYANA.

v) Refinamiento de la estructura.

Se us6 la informacion obtenida en el primer célculo de estructura, en la correccion de
las asignaciones erréneas y se volvié a preparar los datos de entrada para un nuevo
calculo. El procedimiento se repiti6 en forma iterativa hasta obtener un resultado
satisfactorio en cuanto al nimero de restricciones de distancia maxima por residuos y al

numero de violaciones a estas restricciones que se obtuvo con el calculo de la estructura.

vi) Analisis de la estructura.
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4.2.3. Resultados

4.2.3.1. Espectroscopia y asignacién de resonancias

4.2.3.1.1 Estrategias de asignacion

Comparacion de espectros de ecPrP y otros mamiferos

Corrimientos quimicos de grupos amida:

La primera parte del andlisis de datos en NMR consistié en asignar las sefiales NMR
a los nucleos de ecPrP. En el laboratorio se disponia de la estructura y de la asignacién
de espectros de otros priones de mamiferos resueltos por NMR. Esta situacion resulto
ventajosa puesto que, en términos generales, permiti evaluar la relacién ente la calidad
de las esiructuras obtenidas mediante NMR y las caracteristicas de los espectros
utilizados, y en términos particulares, permitié evaluar la viabilidad del uso de la
informacién proveniente de la asignacién previa de homologos para asignar una nueva
muestra como ecPrP. La importancia de este tltimo punto radica en que, de ser posible
usar la informacion de asignacion previa de homoélogos, esto permite ahorrar una
cantidad importante de tiempo en la obtencion de la estructura. ’

En la figura 28 se muestra la superposiciéon de las sefiales de los espectros de
correlacién heteronuclear simple ['H,'°N]-COSY provenientes de priones de Equus

caballus (ecP1P), Cervus elaphus (ceP1P) y Felis catus (fcPrP). Las estructuras de estas

ltimas proteinas estdn disponibles junto a sus espectros NMR, y se tomaron como

82




108
ppm

110

112

L) | 1 1 1 j 1 T T j

;—- 114
116.
118
120.
122

124,

T T ] T 1 1 l 1 T T I T T T I L T I

|

126.

10 9 8 7 ppm

Figura 28. Espectro ['H,”°N]-COSY de ecPrP (sefiales en azul), cePrP (sefiales en
verde), y fcPrP (sefiales en rojo). Los experimentos fueron medidos en acetato de Na 10
mM pH 4,5, 10% D,0O y 20 °C. Con un circulo se destacan seis de las sefiales con
corrimientos quimicos altamente conservados.
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referencia en este trabajo debido a que representan dos extremos en relacién a la
definicién de la estructura global y a la observabilidad de las resonancias provenientes
del loop B2-02. En la figura 29 se muestra el espectro ['H,'°N]-COSY de cePrP, donde
se observan todas las resonancias provenientes del Joop B2-02 (residuos 165-175)
aunque la sefial proveniente de los residuos 170 y 175 estd ensanchada debido a un
intercambio conformacional. La estructura en solucién acuosa de cePrP posee una
rm.s.d de 0,57 para el esqueleto carbonado de los 20 estados conformacionales
calculados. Por otro lado, la estructura de fcPrP se obtuvo con una r.m.s.d. de 0,87 para
el esqueleto carbonado de los 20 estados conformacionales calculados, y la estructura del
loop B2-a2 estd completamente indefinida debido a la ausencia de sefiales para los
residuos 167, 168, 169, 171, y 175. En el caso de ecPrP estudiado en esta tesis, todas las
resonancias resultan observables.

El alto grado de identidad que poseen las secuencias de ecPrP, cePrP, y fcPrP se ve
reflejado en el patrén similar de distribucién de corrimientos quimicos para los grupos
amida. La figura 28 muestra la superposicién de las resonancias de grupos amida para
las tres proteinas. La conservacién de los corrimientos quimicos es especialmente
notable para los residuos 129M, 130L, 1334, 1358, 136R, 151R, 180V y 217Q.

La conservacién de los corrimientos quimicos para estas sefiales se utilizé para
realizar la primera asignacion preliminar en el procedimiento de asignacién de
resonancias (ver Materiales y Métodos) y es una propiedad extendida a todos los
homdlogos de prién de mamiferos. El bajo nivel de identidad de secuencia con priones

provenientes de especies no mamiferas determina corrimientos quimicos completamente
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Figura 29. Espectro ['H,"’N] HSQC de cePrP. El espectro se midi6 en una solucion 1
mM de cePrP, acetato de Na 10 mM pH 4,5 y 10% D,0. Con circulos rojos se destacan
las resonancias del esqueleto carbonado de los residuos del /oop B2-02. En rojo la
resonancia del residuo F175 y en azul la del residuo V180. El ancho de linea para las
sefiales de los residuos 170, 175 y 180 se midié como la mitad del ancho a la mitad de
altura del pico.
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distintos que no permiten analizar los datos en la forma en que se hace con homdlogos

de alta identidad.

Ancho de seriales espectrales NOESY:

Un pardmetro de comparacion importante en los espectros es el ancho de la sefial.

Diversos factores pueden afectarlo, como aquellos que afectan ¢l tumbling molecular,
por ejemplo el peso molecular, la existencia de asociacién oligomérica en la solucién o
dindmicas conformacionales locales.
Debido a que los espectros utilizados para extraer la informacién estructural fueron los
espectros NOESY, se utilizo el espectro [IH,IH] NOESY editado en "°N para comparar
el ancho de sefial de cePrP, fcPrP, y ecPrP. Por su alto grado de “conservacién de
corrimiento quimico entre homologos, se eligio la sefial del residuo 180V (figura 28)
para trabajar. Entre todas las sefiales NOE de la banda del residuo 180V, se eligié la
sefial cruzada NOE entre Hy 180V y Hy 181N (figura 30) para medir el ancho de la
sefial, ello debido a que V180 se encuenira en medio de la hélice o2, y en general la
sefial cruzada Hy;-Hnis1 es una sefial bien conservada en este tipo de estructura
secundaria regular. Fl ancho de la sefial tiene un valor comparable en la dimensién
directa. Sin embargo la dimensién indirecta de 'H mostré marcadas diferencias entre los
espectros analizados. El ancho de sefial en esta dimensién para ecPrP fue mas del doble
que el observado en cePrP y fcPrP.

El ancho de sefial obtenido en ecPrP dice relacién con el tiempo de evolucion total (o

tiempo de adquisicion) en la dimension indirecta de protones con que se midié el
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Figura 30. Comparacion de resolucion de NOESY para ecPrP, cePrP, y FcPrP. Las
bandas de espectroscopia ['H,'H] NOESY editada en N corresponden a los
corrimientos quimicos de la sefial de protones de amida del residuo 180V de las
proteinas prionicas ecPrP, cePrP, y fcPrP. Los espectros fueron registrados en soluciones
de acetato de Na 10 mM pH 4,5, en 10% D,0 a 20 °C. DD es la dimension directa de
protones, ID la dimension indirecta, Sp es la frecuencia en protones del espectrometro
utilizado, LW el ancho de la sefial, TD el dominio temporal en puntos complejos, y SW
el barrido espectral.
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experimento, El tiempo de adquisicién minimo en cualquier dimensién es aquél que
permite registrar el decaimiento de la induccién libre (FID) hasta un valor igual o menor
a Ao/e, donde Ao es la intensidad inicial de la sefial. El tiempo minimo requerido

corresponde a 1/(2xn lw), donde Iw es el ancho natural de la sefial y se determina en la

dimension directa. Para ecPrP el valor de 1/(2n Iw), correspondi6 a 11,7 Hz, y por lo
tanto el tiempo minimo de registro fue 13,6 ms. Sin embargo, el tiempo efectivo que se
regisird en el experimento fue de 10,75 ms. Asi, el ancho de sefial para ecPrP en la
dimension indirecta de protones, resulté ser el doble del obtenido para cePrP y fcPrP,
ello debido a que el tiempo de evolucidn total utilizado fue inferior al minimo requerido
para no perder informacién y evitar un truncamiento fuerte de la sefial, donde el

truncamiento obtenido fue tratado con una funcién de ventana de cos®.

Relacion sefial/ruido en espectroscopia NOESY:

Un parametro importante que determina la sensibilidad con que seran detectadas las
sefiales NOE es obviamente la relacidén de sefial/ruido. La figura 31 muestra el analisis
realizado sobre los picos cruzados observados en el protén de amida del residuo 217Q en
la hélice a3. Se observa que la razon sefial/ruido en los espectros obtenidos para fcPrP es
menos de la mitad de la razén sefial/ruido obtenida para ecPrP y cePrP.

Como resultado final del anélisis espectral se concluye que en las proteinas pridnicas,
debido al alto grado de identidad entre homélogos mamiferos, es posible tomar la
informacién de asignacién previa obtenida para una proteina del grupe mamifero, y

utilizarla para asignar las resonancias de una segunda proteina del mismo grupo.
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Figura 31. Comparacion de senal/ruido para NOESY de ecPrP, cePrP y fcPrP. Las
bandas de espectroscopia ['H,'H] NOESY editada en "N corresponden a los
corrimientos quimicos de los protones de amida del residuo 217Q de las proteinas
prionicas de Equus caballus (Ec), Cervus elaphus (Ce), y Felis catus (Fc). Los valores
de la razon sefial/ruido (S/N) fueron calculados con el programa XEASY. Las columnas
de la derecha muestran los valores obtenidos al dividir la sefial/ruido de dos especies. En
azul se muestra el promedio de las razones entre PrP de distintas especies con las
desviaciones estandar respectivas.

89




4.2.3.1.2. Asignacion de resonancias

Las asignaciones de resonancias de ecPrP (121-230) se realizé utilizando la
informacién proveniente de la asignacion de resonancias de la protefna pridnica de
bovino (btPrP). En la figura 32 se muestra el resultado de la asignacién de las
resonancias del esqueleto carbonado en el experimento de triple resonancia HNCA de
ecPrP. Para efectos comparativos, junto a la asignacién de ecPrP se muestra la obtenida
para Xenopus laevis PrP (x1PrP (99-226)), proteina homdloga de un grupo evolutivo
lejano (anfibios), para la cual la asignaciéon de resonancias se obtuvo utilizando una
estrategia de novo (ver Materiales y Métodos).

En la figura 32 se muestran las sefiales provenientes de residuos de dos sectores de
la proteina, la hélice al (32A) y la region del loop P2-a2 (32B). En la regién al (314)
se puede apreciar sefiales fuertes en ambas proteinas, y los corrimientos quimicos del
carbono o para cada residuo observado tienen una desviacidn positiva respecto a los
valores esperados para un ovillo aleatorio (figura 33). La regién del loop B2-a2 en
cambio (figura 32), muestra resonancias intensas para xIPrP, en tanto que se observa
ensanchamiento de las sefiales para ecPrP (resonancias 170 y 171). Este fenomeno se
debe a que este loop experimenta intercambio lento entre distinfas especies
conformacionales (en la escala de tiempo de la diferencia en corrimiento quimico entre
dichas especies en el experimento de NMR).

En la figura 33 se muestran las desviaciones de los corrimientos quimicos de las
sefiales de carbonos a respecto a los valores de ovillo aleatorio para las secuencias de

ecPrP y xIPrP. Bajo ellas se muestra la prediccién de estructuras secundarias esperadas
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Figura 32. HNCA de ecPrP (121-230) y xIPrP (90-230). En A se muestra la region de
secuencia de hélice al de xIPrP (izquierda) y ecPrP (derecha). Las bandas espectrales contienen
sefiales de resonancia de protones de amida (abscisa), carbonos o intraresiduo y del residuo
precedente (ordenada), y nitrogenos de amida (tercera dimension no desplegada) asignadas a los
residuos que se indican. Bajo los espectros se muestra el alineamiento de ambas secuencias con
la region desplegada en el espectro demarcada en azul. Los residuos idénticos se muestran
destacados en amarillo. Bajo el alineamiento de la secuencia se indica las regiones de hojas beta
(celeste), alfa hélices (rojo), y zona hidroéfoba conservada (gris). B muestra las resonancias
observadas en la region correspondiente al /oop B2-a2 de PrP. Los experimentos se registraron
en soluciones de 1 mM PrP, acetato de Na 10 mM pH 4,5 y 10% D;0 en la condiciones
descritas en Materiales y Métodos. Los parametros de adquisicion de los espectros se muestran
en el APENDICE I1.
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en base al alineamiento con los homélogos de estructura conocida (figura 24). Las
desviaciones de los corrimientos quimicos muestran la presencia de estructuras

secundarias en las regiones de secuencia esperadas para ambas proteinas estudiadas,

4.2.3.2. Célculo de la estructura de ecPrP

Una vez completada la asignacion secuencia-especifica de las resonancias de
protones (APENDICE III) se procesaron los datos de espectroscopia NOE con el
paquete de programas ATNOS-CANDID-DYANA, obteniéndose los resultados que se
muestran en la tabla 5.

La figura 34 muestra el conjunto de restricciones de distancia de alcance corto y
medio que se obtuvo del analisis de los espectros NOESY. La secuencia aminoacidica
muestra las restricciones de alcance corto esperadas cuando la asignacién de Ias
resonancias es correcta (dnn(i,it1); dan(ii+1); dpn(i,i+1)). Ademds, se observan las
restricciones de alcance medio caracteristicas de alfa hélices (dnn(i,i+2), dun(i,it+2),
(1,i+3), y (i,i+4), y dap(i,i+3)). Estas restricciones se presentan entre los segmentos 144 a
156,173 a 189, y 199 a 230.

En total 3202 restricciones estructurales significativas se obtuvieron en el ciclo siete
del calculo de estructura (tabla 5). La estructura consiste de un dominio globular que
contiene tres hélices o, y una hoja beta que contiene dos cortas hebras § (figura 35A).
La hélice ol comprende los residuos 144-156 con la ultima vuelta que forma una hélice
3-10, Ia hélice a2 que comprende los residuos 173192, y la hélice o3 que incluye los

residuos 200 a 226 con la ultima vuelta que forma una hélice 3-10. Las hélices a2 y o3
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Cantidad Valor

Numero de restricciones de distancia 3202
Numero de restricciones de dngulo diedro 112
Funcién blanco residual, A* 1,97 + 0,48
Violacion de restricciones NOE

Numero > 0.1A 30+5
Maximo, A 0,24 + 0,09
Violacion de dngulo residual

Nimero>2.5° 0+0
Maximo, ° 1,05+ 0,58
Energias Amber, kcal/mol

Total -4586,2 + 83,2
Van der Waals -167,1+ 16,2
Electrostatica -5354 .4 + 80,1
r.m.s.d. de la geometria ideal

Largo de enlaces, A 0,0079 + 0,0002
Angulo de enlaces, © 2,030+0,112
r.m.s.d. a las coordenadas medias, A®

bb (125—226) 0,37 £ 0,05
ha (125—226) 0,79 = 0,06
Estadisticas de la grafica de Ramachandran ©

Regiones mas favorecidas (%) 83
Regiones permitidas adicionales (%) 17
Regiones generosamente permitidas (%) 0
Regiones no permitidas (%) 0

Tabla 5. Datos de entrada para el calculo estructural y caracterizacion de la estructura
NMR energéticamente minimizada de Equus caballus PrP. Excepto para las dos
primeras entradas de la tabla se muestra el promedio para los 20 estados
conformacionales energéticamente minimizados con los residuales mas bajos de la
funcién blanco de DYANA v la desviacidn estindar entre ellos. bb indica los dtomos del
esqueleto carbonado N, Ca , C’; ha indica todos los atomos pesados. Los numeros entre
paréntesis indican los residuos para los que se calculé la rm.s.d. Se usé el programa
PROCHECK (Morris et al., 1992).
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Figura 34. Restricciones de alcance medio y corto para el calculo de estructura de
ecPrP. Las barras y lineas negras se ubican bajo los residuos en que se observaron
conectividades NOE. Las conexiones observadas involucran los protones de grupos
amida en el esqueleto carbonado (dwy); alfa y amida del esqueleto carbonado (dwy); beta
y amida del esqueleto carbonado (dgw). Las conexiones fueron observadas entre residuos
contiguos (i,i+1), y a uno (1,i+2), dos (i,i+3), tres (i,i+3), y cuatro (i,i+4) residuos de
distancia.
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Loop B2-a2

Figura 35. Estructura NMR de ecPrP (121-230). Solo se muestran los residuos
ordenados 125-230. A. A la izquierda se muestra el esqueleto carbonado del conjunto de
20 estados conformacionales con el valor mas bajo de funcion blanco de DYANA. A la
derecha se muestran las cadenas laterales del conjunto de 20 conformeros. Los estados
conformacionales fueron alineados para el mejor ajuste de los heteroatomos del
esqueleto carbonado de los residuos 125-230, con una rm.s.d. de 037 A. B.
Representacion de cinta de la estructura con el valor de funcion de blanco menor entre
los 20 conformeros. Las tres hélices, al, a2, y a3 estan coloreadas en rojo y amarillo,
las hojas B en celeste, y los segmentos del dominio con estructura no regular en gris.
Esta figura fue preparada con el programa MolMol (Koradi ef al., 1996).
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estin unidas por un puente bisulfuro entre los residuos C179 y C214. La superposicién
de las 20 estructuras esta bien definida: los heteroatomos del esqueleto carbonado tienen
una r.m.s.d, de 0,37 A respecto a las coordenadas medias, y de 0,79 A al considerar

todos los heterodtomos entre los residuos 125 a 226 (ver tabla 5 y figura 35).

4.2.3.3. Estudios de Relajacion

Los datos de relajacion muestran que los dos extremos de la proteina tienen tiempos
de relajacién Ty y T, mas largos que el resto de la proteina. En acuerdo con esto, los
valores de *N{'H}-NOE heteronucleares son menores a 0,5 (figura 36). Estas regiones
incluyen los residuos S120 a G127 y G226 a 5231 en los extremos N- y C-terminal,
respectivamente (donde el residuo S120 es un artefacto del procedimiento de clonacién,
ver Materiales y Métodos). El residuo 1139 muestra un valor reducido en el "N{'H}-
NOE heteronuclear, junto a tiempos de relajacién mayores, lo que indica que este
residuo tiene una mayor flexibilidad cuando se compara con el resto de Ia protefna. Si se
excluyen los residuos mencionados arriba, los parametros de relajacién promedio son T
= 681 + 42 ms, y T, = 89 % 8,6 ms, con un tiempo de correlacion total 7, de 7,82 + 1,2

ns, y "N{'H}-NOE heteronuclear de 0,73 % 0,05,

4.2.3.4. Dependencia de Ia temperatura de los corrimientos quimicos e

La posicién de las 110 correlaciones 'Hy-"N del esqueleto carbonado fue
monitoreada en ['H,”N]-COSY en funcién de la temperatura (figura 37). La
dependencia lineal de temperatura obtenida por regresion lineal se sustrajo de los

corrimientos quimicos observados en funcién de la temperatura. Los residuales
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Figura 36. Movilidad interna de ecPrP (121-230) vs. residuo. Se muestran los tiempos
de relajacion longitudinal (A) y transversal (B) de las sefiales de amida del esqueleto
carbonado. Las barras indican el error del procedimiento de ajuste. (C) ISN-{lH}-NOE
de estado estacionario. Las barras de error corresponden a las diferencias observadas en
dos mediciones independientes. Sobre la figura C se muestra la representacion
esquematica de los elementos de estructura regular presentes en la estructura, la hoja B
en flechas celeste, y las hélices a en cilindros rojos. Las mediciones fueron hechas en
una solucién 1 mM de ecPrP marcada con °N, en H,O 90%, D,0 10%, y acetato de Na
10 mM apH4,5y25°C.
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Figura 37. Espectro [ °N,'H]- COSY en funcion de la temperatura de ecPrP. El espectro
fue registrado a una frecuencia de 'H de 750 MHz. La superposicion de los experimentos
registrados se muestra con distintos colores; 5 °C (azul oscuro), 10 °C (azul), 15 °C
(celeste), 20 °C (verde oscuro), 25 °C (verde claro), 30 °C (anaranjado), 35 °C (rojo). Se
indican las posiciones de tres resonancias resueltas de la region del /oop (S167, S170 y
N171), F175 en la hélice a2, [139 y R136 en el loop que sigue la hebra B1,y G131 en la
hebra B 1. Las cruces indican la posicion de las correlaciones a 25 °C. Los espectros
fueron registrados en una solucién de 1,3 mM de ecPrP, 90% H,0, 10% *H,O0, y acetato
de Na 10 mM a pH 4,5.
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resultantes se ajustaron a un polinomio de segundo orden con un error de medicién de
corrimientos de protones calculado en 0,0067 ppm (figura 38). Con un intervalo de
confianza de 95% se determina en qué medida el coeficiente de segundo orden del
polinomio es significativamente distinto de cero.

Se encontré que 16 resonancias experimentan cambios no lineales de los
corrimientos quimicos cuando se varia la temperatura (figura 39). El comportamiento no
lineal mas pronunciado se¢ observo para el residuo 1139 (figuras 40) con un coeficiente
de segundo orden de 1,25 x 10™ ppm/°C’. La mayoria de los residuos que muestran
cambios no lineales del corrimiento quimico cuando se varia la temperatura, son
residuos localizados en dos grupos (figura 39), a saber: el segmento polipeptidico
comprendido entre el extremo N-terminal y la hélice al (residuos G127, G131, A133,
R136, L1138, 1139, y H140); y la hélice o3 (residuos V210, E211, Q212, M213, Q217, y
Y222). V166 en €l N-terminal del Joop B2-02, T193 en el N-terminal del loop o2-03, y
T183 en el medio de la hélice o2, también muestran un comportamiento no linezal con la
temperatura,

+ Adicionalmente, las resonancias pertenecientes a los residuos 167, 168, 170, y 171,

todos localizados en el Joop 32-a2, muestran un ensanchamiento de la sefial cuando la

temperatura se reduce. Estas sefiales desaparecen completamente bajo 20 °C (figura 41).
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Figura.38. Residuales del ajuste lineal del cambio en los corrimientos quimicos de
protones en funcion de la temperatura. Las barras corresponden al error de medicion. La
linea roja es el ajuste cuadratico de los residuales, y las lineas verdes el intervalo de 95%
de confianza del ajuste. Los ajustes fueron obtenidos con el programa Origin. Los datos
fueron obtenidos para los residuos (A) G127, (B) I139, (C) V210, y (D) Y222.
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Figura 39. Coeficiente de segundo orden (B;) en funcion de la temperatura. Las barras
de error indican los valores de 95% de confianza superior e inferior que resultan del
ajuste cuadratico del corrimiento quimico con la temperatura. Rombos blancos indican
aquellos residuos con un intervalo total que incluye un coeficiente de segundo orden
igual a cero. Los rombos rojos indican residuos con coeficiente cuadratico distinto de
cero con un 95% de confianza.

102




(PN

[ppm] . 35°
1225 1B 30°

B )5°

B 20
123 - .
B 10
I

('H) [ppm]

Figura 40. [°N,'H]-COSY en funcién de temperatura de la resonancia de amida de
1139. Los espectros fueron registrados a 750 MHz en 'H. Se muestra la superposicion de
experimentos medidos a 5 °C (azul oscuro), 10 °C (azul), 15 °C (celeste), 20 °C (verde
oscuro), 25 °C (verde claro), 30 °C (anaranjado), 35 °C (rojo). Los espectros fueron
registrados con una solucion 1,3 mM de ecPrP, 90% H,0, 10% “H,0, y acetato de Na 10
mM a pH 4,5.
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Figura 41. De?endencia de la temperatura de resonancias del /oop a2-B2 y F175. Los
espectros [ N, H]-COSY fueron registrados en funcién de la temperatura a 750 MHz
'H. Los recuadros muestran una vista expandida de tres sefiales provenientes del /oop
o2-B2 mas la resonancia de F175 localizada al comienzo de la hélice o 2. Se muestra la
superposicion de los resultados de experimentos efectuados a 20 °C (verde oscuro), 25
°C (verde claro), 30 °C (anaranjado), 35 °C (rojo). Las cruces indican la posicion de las
correlaciones a 25 °C. Los espectros fueron registrados con una soluciéon 1,3 mM de
ecPrP, 90% H,0, 10% H;;O y acetato de Na 10 mM a pH 4,5.
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4.2.4, Discnsion

4.2.4.1. Estados excitados de baja energia

Una aproximacion experimental complementaria para caracterizar las diferencias
entre PrPs se basa en la capacidad de NMR de describir no sélo informacién estructural
del estado basal de las proteinas, sino también de entregar informacion acerca de la
dindmica y las conformaciones alternativas que presenta la proteina.

Los tiempos de relajacién T; y T, y "N{'H}-NOE heteronuclear fueron medidos
para la proteina pridnica de Hamster (Kuwata et al, 2004), asi como los cambios en los
corrimientos quimicos de los grupos amida en funcion de la presidn, donde estos ultimos
experimentos dan cuenta de estados excitados de baja energia (Kuwata et al., 2002).

En el presente trabajo se estudiaron las conformaciones alternativas mediante el
estudio de ensanchamiento de sefiales en funcién de la temperatura. Ademas se detectd
la presencia de estados excitados de baja energia mediante el estudio de los cambios en
los corrimientos quimicos de los grupos amida en funcidn de la temperatura. Para ello se
midieron los espectros “N-HSQC a distintas temperaturas y se identificaron las
resonancias que mostraron un desplazamiento no lineal dependiente de temperatura.
Estas resonancias pertenecen a residuos que pueblan conformaciones alternativas en
intercambio rapido con €l estado conformacional basal (todo ello en la escala de tiempo
del corrimiento quimico), y cuyas energias libres relativas al estado basal cambian como
funcién de la temperatura (Reed et al., 1988; Delepierre et al., 1991). El valor del
corrimiento quimico de estos residuos en intercambio rapido de conformaciones, no es

mas que el simple promedio de los corrimientos quimicos de cada uno de los estados, los
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que son facilmente accesibles a temperatura ambiente en solucidn (Baxter ef al., 1998).
Las mayores desviaciones de la linealidad de las resonancias amida en el esqueleto
carbonado, en funcién de la temperatura, estan asociadas con cambios en el patrdn de
puentes de hidrégeno debido a la generacién de estados excitados de baja energia y
cuyas poblaciones son mayores que 5%.

Los residuos observados que presentan un comportamiento no lineal de los
corrimientos quimicos de grupo amida en funcidon de la temperatura pueden ser
agrupados, de acuerdo a su localizacion en la estructura en: a) comienzo del loop 02-0.3;
b) en la regién que conecta las estructuras secundarias regulares 1 y al; ¢) en la hélice
a3; y d) en la posicién N-terminal del loop p2-a2.

A continuacion se discute acerca de la probable naturaleza de las conformaciones

alternativas observadas para los residuos en las regiones mencionadas.

a) T193 se localiza en la posicion N-terminal del loop que conecta las hélices a2 y o3.
Estudios previos han descrito movimientos de bisagra en las posiciones extremas de
regiones de un Joop (Baxter et al., 1998). Los estudios de relajacién muestran que a 20
°C la region completa del loo:v oa2-03 presenta una dinamica en la escala de
nanosegundos (figura 36). Por lo tanto, las conformaciones alternativas observadas en

este residuo probablemente sean generadas por movimientos de tipo bisagra presentes

desde los 20 °C.
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Figura 42. Dinamica y estados conformacionales alternativos en ecPrP. El esqueleto
carbonado de ecPrP (125-230) es representado como un tubo gris engrosado que
muestra la estructura secundaria de hélice y flechas delineando las hebras beta. Las
posiciones de segmentos de estructura secundaria y de N y C-terminal estan indicadas.
El puente disulfuro se muestra en amarillo. (A) En tonos rojos se indican los residuos
con valores de 15N{II—I}-NOE heteronuclear menores que 0,5. Las esferas indican la
posicion de respectivos atomos de nitrogeno del esqueleto carbonado. (B) En tonos
verdes se muestran aquellos residuos que manifiestan un comportamiento no lineal de
los cambios de corrimiento quimico dependientes de la temperatura. En azul se destaca
el segmento que contiene las resonancias de grupo amida que se ensanchan y
desaparecen al reducir la temperatura bajo 20 °C.
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b) Los residuos G127, G131, Al33, R136, L138, 1139, y H140, localizados en el
segmento polipeptidico que conecta las estructuras secundarias regulares fl y ol,
también muestran dependencia no lineal con la temperatura. (figura 39). Con excepcién
de 1139, los estudios de relajacion muestran que estos residuos no son particularmente
flexibles a 20 °C, por lo tanto la aparicion de estados excitados alternativos es un evento
que ocurriria al elevar la temperatura por sobre los 20 °C (Baxter et al., 1998). 1139
representa un caso interesante, puesto que los estudios de dinramica muestran que este
residuo si experimenta dindmica en la escala de nanosegundos a 20 °C (figura 36).
Ademds este residuo muestra la dependencia no lineal mas pronunciada de todos los
residuos en la proteina. Los resultados sugieren que, estando localizado en la regién que
conecta Pl y al, este residuo actnaria como bisagra en movimientos que podrian

implicar la regién N-terminal de la proteina.

¢) Los residuos Q217 y Y222 pertenecen a la hélice a3. El segmento 210-213 en la
hélice a3 también muestra dependencia no lineal de las resonancias de amida respecto
de la temperatura. Debido a la cercania de estos residuos con el puente bisulfuro
C179-C214, no se puede descartar el que una fracciéon de la poblacién haya
experimentado una isomerizacién del puente bisulfuro y pueda actuar como fuente de

conformaciones alternativas en este segmento.

d) El residuo V166 esta localizado en el N-terminal del loop B2-02. Varias resonancias

pertenecientes a este /oop muestran ensanchamiento de las sefiales que son dependientes
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ile 1a temperatura (figura 41) lo que sustenta la existencia de conformaciones alternas en
la escala de milisegundos.

Estos resultados que muestran conformaciones alternativas de la regién N-terminal y
de la hélice a3, son complementarios a los descritos en un estudio previo con PrP de
hamster para los corrimientos de grupos amida en funcion de la presién (Kuwata et al.,
2002). Tales estudios, realizados a pH 5,2 y a 30 °C, proponen la existencia de un
intermediario de desplegamiento con las hélices a2 y o3 inestables, donde los residuos
210, 213, 217, y 220 mostraron las mayores inestabilidades. Estos estudios también
proponen movimientos de bisagra para los residuos 138, 140, 157, 163,193,y 211 enla
proteina plegada, y sugieren la existencia de conformaciones alternativas para la regién

N-terminal y la hélice a3 observadas en el presente trabajo.

4.2.4.2. Comparacion con PrP de otros mamiferos

La comparacion de las estructuras de proteinas priénicas de mamiferos entrega
informacién acerca de las diferencias que pudieran generar la barrera interespecies y
determinar la propension a Ia formacién de priones. Sin embargo, las proteinas priénicas
muestran estructuras muy similares, y presentan solo diferencias sutiles que involucran
regiones moleculares muy restringidas.

Al comparar la estructura fri-dimensional de ecPrP con PrPs de otras especies
mamiferos, se observan dos regiones de interés: el loop 32-02 y el final de la hélice a3.

Estudios anteriores (Grossert et al., 2005) demuestran que el loop B2-0:2 presenta

heterogeneidad conformacional entre PrPs de distintas especies. En la mayor parte de Jas
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estructuras determinadas de PrPs, este loop tiene una estructura menos definida al ser
comparada con la de otras regiones de la proteina. La estructura de ecPrP determinada en
este trabajo muestra un Joop B2-02 muy bien definido, donde todas las resonancias
provenientes de este loop son posibles de observar en espectros NMR, caracteristicas
encontradas hasta ahora s6lo en la PrP de ciervo. Sin embargo, los picos de resonancia
provenientes del Joop B2-a2 de ecPrP se agudizan por sobre los 30 °C y se ensanchan
hasta desaparecer cnando la temperatura desciende bajo 20 °C, lo que sugiere que la
disminucién de la temperatura desencadena un movimiento en la escala de milisegundos
en esta regién.

Al comparar las estructuras de PrPs de distintos mamiferos se observa que la regién
C-terminal de la hélice o3, a partir del residuo 220, muestra marcadas diferencias en su
orientacion y definicion (Riek et al., 1996; Zahn et al., 2000; Calzolai et al., 2000). En
ecPrP la hélice o3 muestra un alto grado de definicion hasta el residuo 226, con una
curvatura marcada que permite al extremo C-terminal de esta hélice acercarse al Joop
B2-a2. Siete de las veinte estructuras calculadas muestran contactos de van der Waals
entre las cadenas laterales de la hélice o3 y la regidn del Joop B2-0.2. S167 hace contacto
con F225 y Q226, y Y218 con Q172. La posiciéon 8167 es una sustifucién presente
unicamente en ecPrP. El hecho que la caden;; lateral de este residuo participe en los
contactos observados entre el loop y la hélice sugiere que esta sustitucion tnica es la que
permite la estabilizacion del Joop mediante interacciones de tipo hidrofébico con la
hélice a3. Mas atn, si bien la estructura del Joop P2-02 esta bien definida en PrP de

ciervo (con N en posicion 167), en este caso la hélice a3 no esta doblada como en ecPrP

110




y no se observan contactos de van der Waals entre ambas regiones (Grossert et al.,
2005).

Las resonancias que experimentan ensanchamiento y desaparicién dependientes de la
temperatura se encuentren en el loop f2-a2, una regién que junto al extremo C-terminal
de la hélice o3, son las tinicas regiones de Ia proteina que muestran heterogeneidad
estructural entre PrPs de distintos mamiferos. Los estados de baja energia podrian
constituir una caracteristica distintiva entre los PrPs de distintas especies, modular su
interaccién con el factor X, y determinar en qué medida la barrera interespecie puede ser
sobrepasada. La caracterizacién de estas conformaciones alternativas de proteinas
pridnicas provenientes de otros mamiferos o mutantes de los mismos, y la subsiguiente
comparacion entre ellas, puede revelar las propiedades de estos estados excitados de baja

energia y revelar caracteristicas importantes de la conversién de PrP® a PrPSC,
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4.3. VARIANTES DE MUS MUSCULUS PrP EN EL

LOOP B2-02

4.3.1. Introduccion

Las estructuras de las proteinas pridnicas muestran un plegamiento global muy
similar caracterizado por la presencia de un tallo flexible no estructurado de 100 residuos
en el extremo N-terminal, unido a un dominio globular en el C-terminal. El dominio
globular muestra variabilidad estructural localizada entre las distintas especies. Una de
las regiones que muestran diferencias entre las distintas especies es el Joop de residuos
167-171, que une la hoja B2 con la hélice a2. Este segmento varia en el grado de
definicidn estructural de una especie a otra.

El loop B2-02 permanece expuesto al solvente incluso en presencia de los aziicares
unidos post-traduccionalmente (Rudd et af., 2001). Esta region ha sido identificada
como posible epitope de interaccion con un factor hasta ahora desconocido, codificado
por el huésped y que se ha denominado como "factor X" (Kaneko et al, 1997a). Esta
molécula desconocida ha sido propuesta como mediadora de la conversién de PrP® en
PrP5°, y esta involucrada en la barrera interespecies (Telling ef al., 1996; Kaneko et al.,
1997b).

En ciervo, dos sustituciones en la secuencia del loop (S170N, N174T) dan cuenta de
un Joop bien definido, para el cual todas las resonancias del esqueleto carbonado son
observables (Gossert ef al., 2005). En contraste, un desorden estructural pronunciado en

este Joop se observa en la PrP€ de otras especies de mamiferos (Riek ez al., 1996; Lépez-
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Garcia et al., 2000; Zahn et al., 2000; Lysek et al., 2005), donde se pierden un nimero
de resonancias NMR del esqueleto carbonado. Resultados preliminares con ratones
transgénicos demuestran que la inclusién de dos sustituciones en el loop P2-o2, ambas
provenientes de la secuencia de prién de ciervo, producen la induccidn esponténea de la
enfermedad pridnica, sin necesidad de inocular el agente infeccioso. En qué medida las
caracteristicas estructurales del loop con secuencia de PrP de ciervo son determinantes
en el fenotipo, es un tema que requiere ser investigado. Por esa razdn, profundizamos la
investigacion para develar las caracteristicas estructurales de la regién del loop p2-2.

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se determind la estructura del prién de
caballo ecPrP (ver seccidn 4.2), Una caracteristica particular de esta estructura fue la alta
definicién del loop a2-P2, constituyéndose asi en la segunda estructura de proteina
pridnica (luego del prién de ciervo cePrP) en mostrar un "eop rigido' en el calculo de la
esfructura.

En esta tercera parte del trabajo de tesis se investigan las determinantes moleculares
de la estructura y estabilidad del loop B2-c2. Se usa como modelo el prion de raton
(mmPrP) cuyo loop B2-02 no estd definido en las estructuras NMR. En el esquema de Ia
figura 43 se muestran las posiciones en la secuencia del loop B2-t2 de mmPrP que
presentan sustituciones en ecPrP. Esta tltima proteina presenta un loop $2-02 de
estructura bien definida. En esta seccidn del trabajo se generaron variantes de la PrP de
ratén que contienen las sustituciones presentes en ecPrP. Estas variantes de mmPrP con
'sustituciones equinas', mostradas en azul en la figura 43 tienen por objeto estudiar la

naturaleza del intercambio conformacional que experimenta regién del loop B2-o2. En la
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figura ademas se destaca la posicion de la Y169 (en anaranjado) que se postula como el
residuo que otorga la estabilidad al la region del postulada como el residu estabilizante
del loop B2-a2. En este trabajo se disefio un segundo grupo de mutantes que incluyen
sustituciones en la posicion Y169. Estas mutantes fueron producidas para investigar la
estabilizacion global de la estructura del loop.

166 167 168 169170171172173 174175176
secuencialoopf2-02enmPrP vy p 9 vy S N Q N N F V

Substituciones de equino S E K

Substitucion desestabilizante (F.A,G)

Figura 43. Sitios de sustituciones en la secuencia del /oop B2-a2 del prion de raton
mmPrP. En negro, la secuencia del segmento 166—176 de la proteina prionica de raton
(mmPrP). En azul se muestran los residuos incluidos en el /oop de raton, todos ellos
sustituciones presentes en la secuencia del /oop de caballo (ecPrP). En anaranjado se
muestran las sustituciones realizadas para reemplazar la Y169.
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4.3.2. Objetivos

Obtencién, purificacion y caracterizacion de la estructura de variantes del prién de
Mus musculus (mmPrP) con modificaciones en la secuencia del loop p2-a2.

i) Expresion y purificacion:

+ Subclonamiento del cDNA de PrP de Mus musculus (mmPrP); A partir del cDNA
de mmPrP cepa silvestre se generaron las mutantes para la regién del loop P2-o2.
Mediante mutagénesis sitio-dirigida se sustituyeron los residuos de la secuencia de
mmPrP por los correspondientes a ecPrP para esta region.

» Purificacion: La proteina se obtuvo mediante sobreexpresion en E, cofi DE3.

i) Registro de espectros NMR.

* Registro de espectros de correlacién cuéntica simple (HSQC).'H-"’N-COSY, y
BCHSQC para regiones alifatica y aromética,

* Registro de espectros de triple resonancia: HNCO, HNCACO, y HNCA, para este
efecto se trabajé con una muestra de mmPrP marcada con P°N y B3¢,

* Registro de ['H,'H] NOE editados en: '°N, *C alifaticos y '*C aromaticos.

» Registro de espectros de correlacién: HCcH-TOCSY y *N-TOCSY.
iif) Asignacién, Se utilizé como base la asignacidn previa de las sefiales de mmPrP cepa
silvestre para asignar las resonancias de las mutantes. Se trabajo con el programa de
visualizaciéon CARA.,

iv) Célculo de la estructura tridimensional semi-automatizado con los programas

ATNOS-CANDID-DY ANA (ver Materiales y Métodos).

~

v) Refinamiento de la estructura,
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4.3.3. Resultados

4.3.3.1. Bioquimica

Las variantes producidas para el loop B2-02 de ratén se pueden dividir en dos
grupos: las que incluyen solo sustituciones con residuos provenientes de la secuencia del
prién de caballo, y el segundo grupo que contiene sustituciones en la posicidn de la
Y169 (figura 43). Los nombres y posiciones de sustitucion de las proteinas mutantes de

mmPrP se muesiran en la tabla 6.

Sustituciones equinas Sustituciones que inclayen Y169
nombre reemplazo nombre reemplazo
S mmPrP [D1675] SGK mmPrP [D167S, Y169G, N173K]
E mmPrP [Q168E) SAK mmPrP [D167S, Y169A, N173K]
K mmPrP [N173K] SA mmPrP [D167S, Y169A]
SE mmPrP [D167S, Q168E] SF mmPrP [D167S, Y169F]

SK mmPrP [D167S, N173K] SFK mmPrP [D167S, Y169F, N173K]

EK mmPrP [Q168E, N173K]
mmPrP [D167S, Q168E,
SEK N173K]

Tabla 6. Variantes de la PrP de ratdon. En ambas columnas se muestra €l nombre
abreviado para cada mutante y a su derecha la sustitucién en la secuencia del loop de
ratén. El nombre abreviado corresponde a la letra del aminoéicido incluido en la
mutacion.
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Luego de realizada la mutagénesis sitio-dirigida, las mutantes fueron expresadas en
E.coli y purificadas a homogeneidad. La figura 44 muestra las concentraciones solubles

finales obtenidas para cada mutante en la solucion de medicion de NMR.

3,54

Concentracion (mM)

SAK E SGK SK SF K SEK EK WT S SFK SA SE

Figura 44. Concentracion de proteinas variantes de mmPrP solubles en la muestra de

NMR. Cada solucion fue preparada en 90% H,O, 10% ’H,0, acetato de Na 10 mM,

azida de Na 1 mM, a pH 4,5. El nombre abreviado de cada mutante se indica bajo las

barras.
La figura 45 muestra el espectro de protones de algunas de las mutantes preparadas.

Se incluye el espectro de la proteina silvestre mmPrP, la que fue preparada como control

para los experimentos que siguen. En los espectros se observa gran dispersion de sefiales

a alto y bajo campo. Tal dispersion es tipica de proteinas plegadas. La sefial a 4,7 ppm

corresponde a la sefial del H,O. En los espectros no se observan sefiales de compuestos
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T

Figura 45. Espectros 'H 1D NMR de mutantes de mmPrP. Los espectros fueron
medidos en un espectrémetro de 750 MHz en frecuencias de 'H, a 293 K. Todos los
espectros fueron obtenidos con el promedio de ocho barridos, de tal forma que una vez
procesados, la intensidad de las sefiales es proporcional a la concentracion de proteina. A
la izquierda de cada espectro se indica €l nombre abreviado de la mutante usada en la
medicion.
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contaminantes. Estas suelen ser muy intensas y angostas. El alto grado de pureza
observado en los espectros es representativo de todas las muestras obtenidas. La sefial a
0.2 ppm en el espectro de la mutante EK corresponde al grupo metilo de 1182. Este
residuo se encuentra cercano al Joop B2-a2. Los grupos metilo son muy sensibles a
variaciones estructurales, y por tanto los cambios en el corrimiento quimico del 1182

informan acerca de cambios en la zona de este loop.

4.3.3.2. Estabilidad del loop B2-02. Mutacién Y169G

4.3.3.2.1. Cambios en los corrimientos quimicos

El papel de la tirosina 169 en la estabilizacién de la estructura del loop B2-02 fue
investigado reemplazando este residuo por glicina, y observando los cambios en el
corrimiento quimico de los grupos amida de cada residuo.
Un problema importante al abordar este estudio es que los cambios mas importantes a
observar se encuentran en la regidn del loop B2-a2, pero precisamente es en esta regién
donde no se observan las resonancias. Por ello, para el estudio de estabilidad de Y169 se
utilizé como secuencia de partida la de una proteina variante de la proteina priénica de
ratén, una variante en la que si es posible observar todas las resonancias del /oop. La
variante utilizada como base para el estudio de la Y169 fue la mutante SK
(mmPrP_[D167S,N173K]).

Como control, y con el objetivo de investigar cual es la magnitud de los cambios de

los corrimientos quimicos cuando se sustituye un residuo que no afecta la estructura del
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loop, se analizaron los cambios en los corrimientos qufmicos para el reemplazo de Q163
por E. La figura 46A muestra el resultado de este control. Se muestran los espectros
HSQC de la mutante SK de la proteina prionica de ratén (mmPrP_[D1678,N173K], y a
su derecha el espectro de la mutante en que se cambié el residuo Q168 por E resultando
la mutante SEK (mmPrP [D167S, Q168E, N173K]). Se sefialan en rojo las posiciones

de las resonancias S170, y N171 pertenecientes al Joop B2-02, y de F175 localizado al

comienzo de la hélice o2. Los espectros muestran que la mutaciéon Q168E produce
cambios minimos en los corrimientos quimicos para los grupos amida. En la figura 46C
se muestra el grafico con los cambios en los corrimientos quimicos observados para cada
residuo de la secuencia. Las modificaciones en los corrimientos quimicos se producen en
la vecindad inmediata del residuo cambiado (168) y son de una magnitud no mayor a
~0,4 ppm.

En la figura 47 se muestra el efecto en las posiciones de las resonancias amida cuando
se cambia el residuo Y169 por glicina. En la parte superior de la figura 46A se muestra
el espectro HSQC para mmPrP [D167S,N173K] (variante SK) proteina con Y en
posicion 169, y en la figura 46B la variante mmPrP [D167S,Y169G,N173K] (variante
SGK) en que la tirosina en posicién 169 se reemplazo por glicina. En rojo se sefialan las
posiciones de las resonancias de la zona del Joop para la variante SK. En el espectro de
SGK las sefiales del loop estan completamente desplazadas de su posicion original en la
proteina control SK (circulos rojos). Las sefiales en SGK fiteron asignadas y los cambios
en los corrimientos quimicos se muestran graficados en la figura 47C. Los mayores

cambios se observan en la region aledafia al loop B2-a2 (165-175), pero también se
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Figura 46. Cambios en los corrimientos quimicos en la mutante Q168E. En A, espectro
>N HSQC de mmPrP_[D167S,N173K] en una solucién 1,2 mM, 10% 2H,O, acetato de
Na 10 mM pH 4.5 a 293 K, registrado en un espectrometro de 750 MHz para la
frecuencia de 'H. En B, mmPrP_[D167S,Q168E,N173K] en iguales condiciones que el
anterior. En C, grafico con los cambios en corrimientos quimicos del grupo amida por

residuo calculados como AS(HN)= \/ {AS(HY)* +[AS(N)/5]°}. La barra roja
corresponde a la resonancia del residuo modificado por la mutacion.
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Figura 47. Cambios en los corrimientos quimicos en la mutante Y169G. En A, espectro
>N HSQC de mmPrP [D167S,N173K] en una solucion 1,2 mM, 10% *H,0, acetato de
Na 10 mM pH 4,5 y 293°K, registrado en un espectrometro de 750 MHz para la
frecuencia de 'H. En B, mmPrP_[D167S,Y169G,N173K] en iguales condiciones que el
anterior. En C, grafico con los cambios en corrimientos quimicos del grupo amida por
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residuo, calculados como AS(HN)= J {AS(HY)* +[A8(N)/5]°}. La barra toja
corresponde a la resonancia del residuo modificado por la mutacion.
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observa cambios al final de la hélice a3 (216-224), y en la regién N-terminal

(120-130), antes de la hebra B1.

4.3.3.2.2. Flexibilidad de la mutante Y169G

El aumento en la flexibilidad del loop al reemplazar la Y169 por glicina fue
observado de tres formas distintas: como aumento en la intensidad de las scfiales
provenientes de esa regién, como aumento en el grado de intercambio con ¢l agua, y
como una reduccion del valor observado para 15N{IH} -NOE heteronuclear.

Las figuras 48 y 49 muestran las bandas de sefiales NOE del espectro de protones

bidimensional hacia el grupo amida de los residuos en la zona del loop B2-02. Las
sefiales de la variante SK se muestran en la figura 48 y las sefiales NOE para la variante
SGK (que incluye la mutacion Y169G) en la figura 49.
En la figura 48A se ve que, si bien es posible observar las sefiales provenientes del loop
estas son mas débiles que en el resto de la proteina. Este efecto queda claro al comparar
la sefiales NOE débiles del residuo 170 (localizado en medio del loop) con las fuertes
sefiales de los residuos 166 6 174 (ubicados en los extremos del loop).

En figura 48B se muestra una expansion del mismo espectro para la zona
correspondiente al corrimiento quimico del agua (4,7 ppm, linea roja). En la figura se
observa un intercambio con agua de nivel basal para la regién del /oop (linea roja). En la
figura 49A se observan los datos obtenidos con la mutante SGK (reemplazo de Y169
por glicina), en el que la intensidad de las sefiales NOE del loop, en la mutante con

glicina en la posicién 169, es mucho mayor que la observada cuando el residuo tirosina
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Figura 48. ['H,'H]-NOE editado en °N. En A, mmPrP_[D167S,N173K] 1,2 mM, 10%
’H,0, acetato de Na 10 mM, azida de Na 1 mM, pH 4,5. El espectro fue registrado en un
espectrometro de 750 MHz para la frecuencia de 'H, a 293 K. Los parametros de
adquisicion fueron 1,, 60 ms, tiempos de evolucion maximo en dimension indirecta de
'H y dimension N iguales a 18 ms y 30 ms, respectivamente, ganancia de 256, y se
promediaron 8 barridos por FID. En B, una ampliacion de la region de frecuencia
correspondiente al agua (4,7 ppm), en linea roja se destaca el corrimiento quimico de la
sefial de agua.
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Figura 49. ['H,'H]-NOE editado en “°N. En A, mmPrP [D167S,Y169G,N173K] 1,2
mM, 10% *H,O, acetato de Na 10 mM, azida de Na 1 mM, pH 4.5. El espectro fue
registrado en un espectrometro de 750 MHz en frecuencia de 'H, a 293 K, con
parametros de adquisicion Tm 60 ms, tiempos de evolucion maximo en dimension
indirecta de 'H y dimension °N iguales a 18 ms y 30 ms, respectivamente, gananma de
256. Se promediaron 8 barridos por FID. En B, una ampliaciéon de la region de
frecuencia correspondiente al agua (4,7 ppm). En linea roja se destaca el corrimiento
quimico de la sefial de agua.
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es el que ocupa esta posicion. El nivel de intercambio con agua para esta region (figura
49B) es mucho mayor en la mutante con glicina.

Los valores de ""N{'H}-NOE heteronuclear (figura 50) muestran una reduccién
respecto al resto de la proteina, lo que significa una mayor flexibilidad para esta zona
que no ha sido observada en ninguna proteina priénica hasta ahora. Los valores para los
otros residios muestra el patrdn que ya fue descrito para la protefna priénica de caballo

en la seccidn anterior.

4.3.3.3. Intercambio conformacional. Sustituciones equinas en mmPrP

El loop B2-02 en PrP de caballo (logp rigido) presenta tres sustituciones respecto a la
secuencia de raton: D167S, Q168E, y N173K. Se generaron variantes de la proteina
priénica de raton que contienen las tres sustituciones y sus combinaciones. La figura 51
muestra los espectros ['H,*NJ-COSY para estas mutantes. Se destacan con circulos las
posiciones de las resonancias del Joop P2-a2. En la proteina mmPrP no fue posible
observar las resonancias de este loop, las sustituciones Q168E, y N173K por si solas no
son suficientes para modificar el comportamiento del /oop, y las resonancias de esta
region aitn siguen ausentes del espectro. En cambio, la sustitucién del residno aspartico
167 por serina (D1678S) en la proteina de ratdn, por si sola modifica el comportamiento
del loop, haciendo que las resonancias del loop sean visibles en el espectro. El cambio
Q168E en la mutante que ya tiene modificado D1678 no produce ningtin efecto, pero la
doble mutacién [D167S, N173K] tiene como efecto la aparicidn de sefiales dobles para

todos los residuos del loop B2-02. Esto es, ia lisina en posicién 173 en presencia de

126




1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0

15N{'H}-NOE

|

02
04 1
-0,6 -
-0,8 -

1

0 130

140 150 160 170

18

il

0 190 200 210 220 2

FO

Figura 50. "N{'H}-NOE heteronuclear de ecPrP. El espectro se registro en un
espectrometro de 500 MHz en frecuencia de 'H. La transferencia de magnetizacion
longitudinal se realizo al equilibrio, saturando 'H durante 3s. Se registré un espectro de
referencia intercalado entre cada FID, consistente en excitacion directa del nicleo “°N.
El grafico muestra la razon entre la intensidad de la resonancia NOE y la de referencia
para cada residuo.
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Figura 51. Espectros ['H,""N]-COSY de mmPrP y cinco mutantes de mmPrP. Los
espectros fueron registrados en un espectrémetro de 750 MHz en frecuencia de 'H, con
soluciones, 90% H,0, 10% ?H,0, acetato de Na 10 mM, y azida de Na 1 mM, pH 4,5.
La abscisa contiene los corrimientos de 'H y la ordenada los de °N. Arriba a la izquierda
de cada espectro se indica el nombre abreviado de la mutante utilizada en la medicion.
En circulos rojos, el corrimiento quimico de la amida del residuo 170, en circulo café, la
del residuo 167, en anaranjado la del residuo 171, y en circulo verde la del residuo 175.
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serina en posicién 167 modifica el intercambio conformacional de una forma tai que se
tiene un intercambio entre dos conférmeros, y a una tasa de intercambio suficientemente
lenta que permite la observacién de una resonancia por cada estado conformacional en
equilibrio. La mutante SEK tiene el mismo comportamiento espectroscépico que S y SE
(dato no mostrado).

Las resonancias dobles de la zona del loop de la mutante SK (mmPrP_[D167S,
N173K]) motivaron la resolucion de la estructura de esta mutante para investigar en qué

medida era posible distinguir el segundo estado conformacional del loop 2-0.2.

4.3.3.4. Determinacion de la estructura de mmPrP_[D167S,N173K]

Se registraron espectros de triple resonancia, y de correlacién necesarios para asignar
las resonancias de mmPrP_[D167S,N173K]. Luego de asignar las resonancias, se utilizé
el programa RADAR (que incluye ATNOS, CANDYD y DYANA) para asignar los
espectros NOESY, y determinar las restricciones de distancia necesarias en el calculo de
1a estructura.

Los valores de entrada para el célculo de la estructura y los parimetros de la
estructura minimizada se muestran en la tabla 7.

Un total de 2645 restricciones estructurales significativas se obtuvieron en el ciclo
siete del calculo de estructura (ver tabla 7). La estructura consiste de un dominio
globular con tres alfa hélices y una hoja beta que consiste en dos cortas hebras B. La

hélice ol comprende los residuos 144—-156 con la 1ltima vuelta que forma una hélice

3-10, la hélice a2 comprende los residuos 173—-192, y la hélice o3 incluye los residuos
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200 a 226 con la 1iltima vuelta que forma una hélice 3—10. Las hélices o2 y @3 estén
unidas por un puente disulfuro entre los residuos C179 y C214. La estructura es bien
definida con una r.m.s.d. para la superposicién de las 20 estructuras entre los residuos
125 y 228 de 0,38 A, y 0,73 A para todos los heteroitomos en el mismo segmento
polipeptidico (ver tabla 7 y figura 52).

La figura 52A a la izquierda muestra la definicion del esqueleto carbonado en
representacion de cable. Los 20 estados conformacionales con menor valor de fincién de
blanco en el programa de dinamica de angulos de torsion DYANA, se sobreponen para
minimizar la r.m.s.d de la estructura promedio. En esta figura ademas se muestra la
definicién de las cadenas laterales obtenidas en esta estructura. Estas son mostradas
como barras naranjas. La figura 52 de la derecha muestra la estructura con el esqueleto
carbonado representado como tubo, en el que el didmetro es proporcional a la definicidn
local de la estructura. Aqui se aprecia el alto grado de definicion en todas las regiones de
la proteina. La cadena lateral de la Y169 apunta hacia el nucleo hidrofobico (barras
naranjas). En la figura 52B se muestra un grafico con los tipos y distribucién en la
secuencia de las restricciones extraidas desde la espectroscopia NOESY, y utilizadas
Iuego en el calculo de la estructura tridimensional. En el grifico se observa que la gran
cantidad de restricciones de largo alcance que define la estructura se encuentra
distribuida uniformemenie en la secuencia, definiendo la estructura en todos los
segmentos. La excepcion la constituye el loop que conecta las hélices o2 y o3 (residuos
187-199) donde la estructura queda definida sélo por restricciones de mediano y corto

alcance.

130




Cantidad Valor
Nimero de restricciones de distancia 2645
Numero de restricciones de angulo diedro 104
Funci6n blanco residual, A* 1,30 + 0,24

Violaciones residuales NOE
Numero =0.1A

29+ 5 (21—38)

Maximo, A 0,14+ 0,03 (0,12—0.27)
Violaciones de angulo residual

Ntmero =2.5 ° 3+2{(0—7)
Maximo, ° 3,87+0,72(1,91—4,92)
Energias Amber, kcal/mol

Total -4922.52 + 79,35
Van der Waals -310,42 £ 13,17
Electrostatica -5448,00 £ 76,55
rmsd desde geometria ideal

Largos de enlace, A 0,0078 + 0,0001
Angulos de enlace, ° 1,962 + 0,043

rmsd a las coordinadas medias, A
bb (125—228)

0,38 £ 0,08 (0,28—0,56)

ha (125—228) 0,73 £ 0,06 (0,64—0,87)
Estadisticas del grafico de Ramachandran

Regiones mas favorables (%) 79

Regiones permitidas adicionales (%) 21

Regiones generosamente permitidas (%) 0

Regiones no permitidas (%) 0

Tabla 7. Datos de entrada para el calculo de estructura y caracterizacion de la estructura
NMR minimizada de mmPrP_SK (120—232). Salvo por las dos primeras entradas se
muestra el promedio para los 20 estados conformacionales energéticamente minimizados
con los residuales mas bajos de la funcién blanco de DYANA y la desviacién estdndar
entre ellos con los minimos y maximos mostrados entre paréntesis. bb indica los atomos
del esqueleto carbonado N, Ca, C’; ha indica todos los atomos pesados. Los niimeros
entre paréntesis indican los residuos para los que se calcula la r.m.s.d. Determinado por
PROCHECK (Morris et al., 1992).
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Figura 52. Estructura NMR de mmPrP [D167S,N173K](121-230) y restricciones de
distancia ocupadas en el calculo. A, a la izquierda, en diagrama de cable se muestra el
esqueleto carbonado del conjunto de 20 estados conformacionales con el valor mas bajo
de funcion blanco de DYANA. En anaranjado las cadenas laterales del conjunto de 20
conformeros. A la derecha la figura muestra un diagrama de tubo del esqueleto
carbonado en que el didmetro del tubo es proporcional a la r.m.s.d local de la estructura
promedio. En anaranjado la cadena lateral de la Y169 en los 20 conférmeros. Los
estados conformacionales fueron alineados para el mejor ajuste de los heteroatomos del
esqueleto carbonado de los residuos 125-228, con una rm.s.d. de 0,38 A. B.
Restricciones de distancia para el calculo de estructura de mmPrP [D167S,N173K]. En
la abscisa el numero de restricciones de distancia por residuo, en barras blancas las
restricciones de alcance corto, en barras grises las de alcance medio y en barras negras
las de alcance largo.




4.3.3.5. Intercambio conformacional loop B2-c2 en mmPrP_[D1678,N173K]

La observacién de dos resonancias por residuo en el loop f2-a2 permite un estudio més
detallado del fenémeno de intercambio conformacional que ahi tiene Iugar. Se
registraron los espectros HSQC a distintas temperaturas para estudiar el comportamiento
de las resonancias del Joop B2-a2. La figura 53 muestra a la izquierda la resonancia del
grupo amida del residuo 170 registrado a distintas temperaturas. En forma andloga a lo
observado en la proteina pridnica de caballo, a 20 °C la sefial se ensancha hasta
desaparecer. Al aumentar la temperatura, ambas sefiales del doblete aumentan en
intensidad, pero la sefial a alto campo lo hace en forma mas pronunciada. Al graficar las
intensidades en funcion de la temperatura se observa que a 40 °C la sefial a alto campo
casi dobla la sefial a bajo campo. En régimen de intercambio lento se observan dos
sefiales en posiciones Qa y b, Como se explica en APENDICE I, en cada posicién la
intensidad de la sefial queda determinada por:

ata

@, —w) + [iJ
Tﬂ

Luego, la intensidad en la posicién Qa para cada estado conformacional es

Ao~Q, )= M,

proporcional a la fraccién de poblacion f, del estado conformacional que produce la
sefial,

En el loop P2-02 de ecPrP, se tiene que (usando AG=(InX)}/RT) a 37 °C la

energia de estabilizacién del estado conformacional que aparece a alto campo es de -

0.308Kcal/mol.,
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Figura 53. Poblacion de estados conformacionales del /oop 2-a2 dependiente de la
temperatura. A la izquierda se muestra el doblete de la resonancia para el grupo amida
del residuo S167 del espectro ['H,'°N]-COSY. Los espectros fueron registrados a 750
MHz en frecuencia 'H, para una muestra de mmPrP [D167S,N173K] 1,2 mM, 10%
2H20, acetato de Na 10 mM, azida de Na 1 mM, pH 4,5. Se muestran los espectros
registrados a cinco temperaturas distintas, las que son indicadas en el extremo superior
derecho de cada espectro. A la derecha se muestra la dependencia de la temperatura de
las intensidades medidas para las dos resonancias mostradas en los espectros de la
izquierda.
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4.3.4. Discusion

4.3.4.1 Estabilidad del loop B2-a2

En esta tultima parte del trabajo de tesis se investigaron los determinantes
moleculares de la estabilidad y del intercambio conformacional del loop B2-c2, region
de PrP que une el factor X involucrado en la generacién de la conformacioén patégena
PrP5€ (Telling e al., 1996; Kaneko et al., 1997b).

La importancia de develar los mecanismos moleculares de estabilizacidén e
intercambio conformacional del loop P2-02 quedan de manifiesto a la luz de nuevos
resultados con ratones transgénicos. En ellos la modificacién de dos residuos en la
region del loop que 'rigidiza' su estructura, produce la generacion espontinea de la
enfermedad pridnica. En que medida este efecto es mediado por las caracteristicas
estructurales del Joop requiere de mas investigacion. En ese contexto se investigaron las
caracteristicas estructurales del loop p2-a2.

Se demostrd que la estructura del Joop estd determinada por la Y169. En ausencia de
este residuo, la regién completa pierde "su estructura adquiriendo flexibilidad. Este
incremento de flexibilidad del loop esta acompaiiado por perturbaciones en la estructura
de la regién C-terminal de la hélice a3, en concordancia con las interacciones descritas
entre ambas regiones en la seccion anterior (determinacion de la estructura de ecPrP) y
con las perturbaciones de la estructura de la region N-terminal de la proteina (residuos
120-130), lo que sugiere algin tipo de interaccién entre ambas regiones, no descrita

hasta ahora. En las estructuras de alta definicion obtenidas en este trabajo de tesis, Y169
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est4 orientada apuntando al niicleo hidréfobo, y establece un puente de hidrégeno entre
el Hy y el grupo carboxilo de D178. Este puente de hidrégeno no tiene mayor influencia
en la estabilizacion de la region del loop, puesto que el reemplazo de Y169 por
fenilalanina no tiene mayor efecto en la estabilizacién o dindmica del Joop (datos no

mostrados).

4.3.4.2. Intercambio conformacional del loop p2-a2

En PrP de ratén las resonancias del loop B2-02 no son observables y la regién no
queda definida en la estructura determinada por NMR (Riek et al., 1996; Riek et al.,
1998). A la luz de los resultados generados en este trabajo de tesis, la ausencia de
resonancias en la regién del Joop es debida al ensanchamiento de la sefial generado por
un intercambio conformacional en la escala de milisegundos en el intervalo de 5 a 40 °C.

Al susftituir los residuos del loop B2-a2 en la proteina pridnica de ratén (mmPrP),
por los residuos pertenecientes a la secuencia de PrP de caballo, se observé que basta el
cambio de aspartico por serina en la posicién 167 (uno de los tres residuos que son
distintos entre ambas secuencias) para que el Joop de mmPrP adquiera las propiedades
dindmicas de la proteina de caballo. Esto es, que el loop experimenta intercambio
conformacional en la escala de milisegundos a temperaturas inferiores a 20 °C. Bajo esta
temperatura las sefiales se ensanchan hasta desaparecer, y por sobre los 20 °C, las
sefiales aumentan de intensidad y se angostan. La sustitucién D167S es tinica de la

secuencia de PrP de caballo (ecPrP). El resultado obtenido con la mutante de PrP de

ratén, concuerda con las observaciones hechas en ecPrP para ¢l rol principal que tiene la
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serina 167 en la estabilizacién del Joop mediado por las interacciones entre el loop y la
hélice 3. Las otras dos sustituciones presentes en ecPrP (Q168E y N173K) no tienen
efecto por si solas en la dindmica del loop. Lisina en la posicién 173 afecta la dindmica
del Joop sblo en presencia de serina en la posicion 167, en este caso la lisina disminuye
la tasa de intercambio conformacional, haciendo el movimiento del loop mas lento y
permitiendo de esta forma observar las dos resonancias producidas por los estados
conformacionales en equilibrio.

Los datos obtenidos permiten establecer un modelo general para describir la
estabilizacién y dindmica del loop p2-02. La figura 54 muestra la posicién de Y169
(residuo que determina la estructura del Joop) en los 20 estados conformacionales
obtenidos del célculo estructural. Esta estructura experimenta intercambio entre dos
estados conformacionales en la escala de milisegundos (bajo 20°C en la mutante
mPrP_SK, y en todo el intervalo de temperatura en la proteina silvestre). La figura 54
muestra los grupos amida en los 20 estados conformacionales que experimentan
ensanchamiento de la sefial.

La dependencia de la temperatura del intercambio y distribucién poblacional de los
estados conformacionales da cuenta de la naturaleza hidréfoba del fendmeno. El
incremento de la temperatura hace caer al sistema en régimen de intercambio lento y
genera la aparicién de las sefiales. El movimiento disminuye junto con un incremento de
la poblacién de uno de los conféormeros. Esto es, el aumento de la temperatura estabiliza
uno de los estados conformacionales con una energia de -0,3 °Kcal/mol. Este efecto

revela la naturaleza hidréfoba de la estabilizacién conformacionai.
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—— ——

loop a2-B2

bajo 20°C

Figura 54. Modelo del intercambio conformacional en el /oop 2-02. Representacion de
cable de la estructura del loop B2-a2. En gris el segmento que conecta B2 y a2, y en rojo
el segmento N-terminal de la hélice a2. La figura se obtuvo alineando los 20 estados
conformacionales para minimizar la rm.s.d de los atomos pesados del esqueleto
carbonado respecto a la estructura media. Esferas azules y blancas: los atomos de
nitrégeno e hidrégeno respectivamente que pertenecen a los grupo amida del esqueleto
carbonado de los residuos S167, E168, Y169, S170, N171 de la region del /oop, mas
fenilalanina de la hélice a2. Debido al intercambio conformacional, ellos son los
pertenecientes a la region del /oop P2-a2 mas la fenilalanina 175. El corrimiento
quimico de este Gltimo residuo esta afectado por la corriente de anillo generada por
Y169 y por tanto actiia como reportero del movimiento de la Y169. Gracias a esta amida
reportera (F175) es posible saber que el movimiento que experimenta el /oop bajo los 20
°C involucra un desplazamiento del anillo de la Tirosina 169. En amarillo se muestra la
cadena lateral del residuo Y169. Esta figura fue preparada con el programa Molmol
(Koradi et al., 1996).
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En qué medida la rigidez del loop esta directa o indirectamente relacionada con el
cambio conformacional que lleva a la formacién de PrP¢ para producir la enfermedad,
requiere del uso de modelos transgénicos. Es necesaria la generacién de animales con
distintas combinaciones aminoacidicas que produzcan Joops con distintas caracteristicas
estructurales.y ver cual es su efecto en la generacion de la enfermedad y la barrera inter-

especies.
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APENDICE I

Revision teorica de resonancia magnética nuclear (NMR)

NMR es un fenémeno relacionado con la rotacién de los nicleos atdémicos, el
movimiento de los electrones en su vecindad inmediata. Si el micleo gira, el momento
magnético nuclear y las cargas eléctricas nucleares giran con €l. Este cambio en la
orientacién de ambas propiedades respecto a los campos circundantes cambia la energia
del micleo. El Hamiltoniano de espin nuclear es un operador cuintico que contiene
términos que describen la forma en que cambia la energia nuclear magnética en la
medida que el niicleo gira, de esta forma representa las interacciones que el espin nuclear

establece con los campos circundantes.
El momento magnético es una funcién del operador de momento angular g = A,
donde yes la constante giromagnética, propia de cada isotopo.

La encrgia nuclear magnética: H™ =—4 B tiene un valor minimo cuando el

momento magnético B es paralelo al campo externo.
El espin nuclear interactiia con campos eléctricos y magnéticos. Cuando esos campos

provienen de la misma muestra se trata de interacciones de espin internas. Si los campos
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son originados por el espectrometro, las interacciones son Ilamadas inferacciones de
espin externas, estas tltimas son solamente de caracter magnético.

La parte del Hamiltoniano que da cuenta de las interacciones externas es:
Ho ()= H + > H¥ ()
J J

donde el primer término es la interaccion de cada espin I; con el campo estatico
longitudinal By, y el segundo término es la interaccion de cada espin con el campo de
radiofrecuencia transversal, ambos generados por el especirometro.

El Hamiltoniano de interaccion del espin con el campo estatico longitudinal, también
Namado interaccion nuclear de Zeeman, obedece a la siguiente relacidn:

H, = —;VjBof e

J

Por otra parte el Hamiltoniano interno consta de los siguientes términos:
LOEDR DR IEDRIEDN VEDN )
i J i j j

donde

CS: Cormrimiento quimico. Interaccién magnética indirecta entre el campo magnético
externo y el espin nuclear a través de los electrones,
QC: Acoplamiento cuadrupolar. Interaccion electronica entre nicleos con espin >1/2 con

los campos eléctricos circundantes.
DDC: Acoplamiento dipolar, Interaccién magnética directa entre espines nucleares.
JC: Acoplamiento escalar. Interacciones magnéticas indirectas entre espines nucleares, a

través de la participacién de los electrones.
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SR: Rotacién de espin. Interacciones de espines nucleares con campos magnéticos

generados por el movimiento rotacional de las moleculas.

El célculo de las interacciones se facilita al obtener una version simplificada del
Hamiltoniano interno. Ello s¢ logra mediante dos formas:
1) La aproximacién secular. El célculo de Hamiltonianos se realiza en gran medida
mediante operaciones de matrices. Dichas operaciones se facilitan en gran medida al
obtener matrices diagonales. En NMR el trabajo con campos magnéticos estaticos de
gran magnitud permite la aproximacién secular que lleva a la diagonalizacién de
matrices. Bajo esta aproximacion, la dindmica de espines estd dominada por la fuerte
interaccion con el campo estatico externo.

Brevemente, para cualquier par de operadores A y B, si se expresa B usando la base

propia de A como base:

i) Silos operadores conmutan, se obtiene B como matriz diagonal

if) Si los operadores conmutan, pero A contiene algunos valores propios degenerados, el
resultado es la matriz B diagonal en bloque.

iii) Si A y B no conmutan, el resultado es la mairiz B con valores finitos en cualquier

posicién,

En aquellos casos en que atin persistan valores distintos de cero en elementos fuera

de la diagonal cn la matriz B, estos términos pueden descartarse siempre que:
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]bnm

<< |am - an| , donde b,,, es un elemento fuera de la diagonal en la matriz B en la

base propia de A, y a; son los valores propios de A. Esto es, los términos seran
descartables cuando su valor sea sigrﬁhcativamente menor a la diferencia entre los
valores de la diagonal que conecta en las posiciones correspondientes de la matriz A.

En espectroscopia de NMR, el trabajo con campos estaticos de gran magnitud genera
una interaccion nuclear Zeeman fuerte. En presencia de esta interaccion, una
aproximacién secular permite descartar los componentes transversales provenientes de
pequefios campos adicionales que interactiian con el espin y simplificar la expresion del
Hamiltoniano interno.

Uno de los términos simplificados en el Hamiltoniano interno es el de acoplamiento

escalar;

A A A

W = 2a7,(1.S, +1,8,+1,8,)

en presencia de la interaccidn nuclear de Zeeman

xZ _ .0 0
H® =w, I, + oS,

cuando ambos términos son expresados en la base propia del Hamiltoniano de Zeeman

([aa),

aﬁ),lﬁa),[ﬁﬁ)), ¢l resultado es una esperada matriz diagonal para el

Hamiltoniano de Zeeman

o) + o 0 0 0
~, 110 ) — g 0 0
"2l 0 0 —af+af 0

0 0 0 — o) — o
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y una matriz diagonal de bloque para el Hamiltoniano de acoplamiento escalar

%mfm 0 0 0
1
- 0 —Eﬂ.’]]s 7l 0
H™ = 1
0 77"]15 —EMIS 0
1
0 0 0 Sl

Cada elemento fuera de la diagonal en el Hamiltoniano escalar se compara con la
diferencia entre los valores propios en las posiciones diagonales correspondientes del

Hamiltoniano de Zeeman. Los elementos fuera de la diagonal son descartados si

cumplen la condicién la)}’ ~a)§| >> 7/, . Esta condicidn es satisfecha cuando los espines

provienen de dos isétopos distintos (heteronuclear), y en caso homonuclear cuando la
diferencia en corrimientos quimicos (medida en Hertz) es suficientemente grande. Dicha
condicién se cumple al trabajar con campos estaticos fuertes en espectrémetros de alta

potencia. En este caso la aproximacién es denominada de acoplamiento débil.

2) Los movimientos moleculares rapidos permiten aplicar el promedio de movimiento.
Cuando las moléculas sufren movimientos moleculares rapidos, los términos de
interaccién fluctiian en el tiempo. Si el movimiento molecular es suficientemente réapido,
la interaccién fluctuante puede ser reemplazada por su valor promediado por movilidad.
Los términos no seculares del Hamiltoniano que tienen un valor promediado por
movimiento igual a cero son descartados, y son tratados en forma separada por cuanto

son ellos los responsables de la relajacién nuclear del espin.
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Si se aplica un pulso corto de radiofrecuencia (rf), el momento magnético precesard
alrededor del campo magnético total. Una vez que el pulso rf finaliza, el momento
magnético ya no se encucntra paralelo al campo magnético principal y, por lo tanio, la
energia magnética nuclear no es la minima posible. Entonces, el momento magnético
precesara de forma de volver a su estado de energia minimo. La aproximacion teérica a
esta evolucidn del momento magnético puede llevarse a cabo de tres distintas formas: el
modelo vectorial, 1a aproximacién mecénico-cuantica, y el formalismo del operador de

producto. A continuacién, un resumen de cada una de estas aproximaciones.

El modelo vectorial.

Este modelo describe ¢l efecto que tiene el pulso de radiofrecuencia en la
magnetizacion total de la muestra generada por el campo magnético esttico. La
magnetizacién total es descrita como un vector de magnetizacién rotando en un espacio
tridimensional, y los movimientos observados obedecen las leyes de la teoria
electromecanica clasica.

La magnetizacién total es definida como la suma de todos los momentos magnéticos

microscopicos en la muestra:

Un dipolo magnético se tiende a alinear con un campo magnético externo bajo la

accién de un torque mecénico definido como

.

T=[ixB
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Los momentos magnéticos microscépicos (z) de electrones y micleos estan

relacionados con el momento angular general (L) segin = yﬁ. En esta ecuacién
giromagnetica se define y como la constante giromagnetica.

De acuerdo a las leyes mecanicas de Newton, el cambio en el momento angular

- d 1es .
genera un torque: 7 = E;L . Usando las tiltimas tres ecuaciones se demuestra que

d - - -
—ME) =M@ xB
o () =M ()%

Suponiendo B =(0,0,B,), el sistema acoplado de ecuaciones diferenciales queda de

la forma:
d =M
E;Mx(f)—if LB,
d —
E;My(f) =—M () B,
d
—M ()=0
o :®

y su solucion es:

M (t) = M (O)cos(ayt) — M (0)sin(wyt)
M, () =M (0)cos(at)+ M, (0)sin(ew,t)
M, () =M, (0)

bajo la condicidn:

M(0) = (M (0),M,(0),M(0))

y definiendo la frecuencia anglilar de Larmor como @, = -8,
Se puede escribir en forma de vector:

M(t)= R (@)M(0)
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Donde R, es la matriz de rotacién que gira la magnetizacion inicial M(0) alrededor
del eje z:

cos(@w,t) —sin{we) 0
R_(w,t)=| sin(wygt) cos(wyt) O
0 0 1

No se puede suponer que la magnetizacién precese por siempre alrededor del gje .
De hecho hay mecanismos de amortiguacion que devuelven el vector de magnetizacion a
su orientacién energéticamente mas favorable. Entre estos mecanismos se cuentan Ty, o
relajacion longitudinal (espin-medio), que devuelve una magnetizacion en estado de no
equilibrio a su valor de equilibrio, T, o relajaci6n transversal (espin-espin), que devuelve
los componentes transversales de la magnetizacién a cero. Luego de suponer una

cinética de primer orden para ambos, se consiguen las ecuaciones de Bloch:

d _ M@
7 M, ()= ()B, T
%% (t) =—M (O)B, - M,0
4y gy - O

t 1

L

que en su forma vectorial se expresan:

L 0=t B-fit -1t}

VT, 0 0
conR={ 0 V7, O
0 0 UT,

cuya solucion es:




M,() = [M_(0)cos(eyt) - My(O)sin(moz)]exp(—Ti)

2

M (t)= [M (0)cos(eyt) + M (0) sin(mnt)]exp(——;T)

2

M0 =M,y + (4,0~ M)exp(-)
o, en su forma vectorial
M () = R, (w,t) exp(-RTYM (0) - M) + M,

Para obtener el efecto de resomancia es necesario la aplicacién de un campo
magnético dependiente del tiempo, y la solucién a la ecuacion de movimiento del vector
de magnetizacion en la presencia de un campo rf depéndiente del tiempo es dificil. Sin
embargo, el calculo se facilita si se trabaja en un sistema de coordenadas rotatorio, en

vez del sistema de coordenadas fijo del laboratorio. En este sistema de referencia

rotatorio el decaimiento libre de la induccién magnética (FID) queda determinado como:
M’ (1) = R (Qo)exp(-Re)(M"(0) - M, )+ M,

con Q=a, —w, , donde o, es la frecuencia de Larmor que incluye el corrimiento

quimico)

La ventaja de esta aproximacidn vectorial es que es muy intuitiva, permitiendo
visualizar y predecir el producto de experimentos de NMR muy simples, y provee una
descripcién fenomenolégica de los dos principales mecanismos de relajacion, la
relajacién transversal y la longitudinal.

La principal desventaja es que si predice la evolucién en sistemas de nicleos de

espines 1/2 y que no interactiian entre si.
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Si se quiere describir experimentos NMR miés complejos, como los experimentos
heteronucleares, es necesario hacer uso de aproximaciones tedricas més completas, con
ellas se pueden abordar experimentos que incluyen transferencias de magnetizacion, ya

sea longitudinal (NOESY), o mediante correlacion (COSY).

Mecdnica cudntica.

Este modelo permite la explicacién y prediccién completa de la espectroscopia
NMR.

La magnetizacion es estudiada a nivel atémico, y es definida como distribucién de
poblaciones de espines nucleares en distintos niveles energéticos.

Los fenédmenos asociados con la secuencias de pulsos de NMR, son descritos como
cambios en la distribucién y transiciones de espines entre los distintos estados
energéticos y superposiciones coherentes entre ellos. Los operadores Hamiltonianos
describen la influencia de las interacciones entre los espines nucleares y el medio
circundante sobre los procesos mencionados.

La evolucién temporal de un sistema cudntico cerrado se describe mediante la

ecuacién de Schridinger dependiente del tiempo
. 0
zha|‘P(t)) =H|¥ ()

Si el Hamiltoniano (H ) es independiente del tiempo, la ecuacién se puede resolver

facilmente mediante separacién de variables:

V(@) =y () ()
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donde (r) contiene las variables de espin y espaciales independientes del tiempo, y
¢(¢) contiene las variables dependientes del tiempo.

La solucién a la ecuacion es

[¥(0)) =|w(2)) exp(—itE, / h)
donde E; son los valores propios del operador Hamiltoniano y tienen dimensién de
energia.

En mecanica cuantica son frecuentes los calculos de productos escalares y de valores
esperados para un determinado operador. Estos calculos se facilitan en gran medida
cuando se utiliza una formulacidén particular en mecénica cuéntica. Esta formulacion
especial se enfoca especialmente en la matriz de densidad més que en la funcién de onda

para un sistema determinado.

La funcién de onda puede ser descrita por un vector en un espacio de funciones de

Hilbert de N dimensiones.

12 @O) =3 )|,)

i=1

El operador de densidad se define como
a®)=3.3 e, |4 )4]
I

donde la barra indica el promedio sobre el arreglo completo.

C1(t)c1‘(t) Cl(t)cz‘(t) cl(t)cN—lt(t) C1(t)CN*(t) ]
cz(t)cls(t) Cz(t)cz‘(t) Cz(t)cN—l-(t) Cz(t)CN‘(t)

o(t)=

cy ! )o @) eyt )Cz* B . )CN—; (1) cyq (t)ey ()
L cN(t)cl*(t) Cy (t)czﬁ(t) CN(I)CN—!‘(I) CN(t)CN‘ @) |
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De la definicion del valor esperado para un operador
(4)=(¥]4'e)

se obtiene

(4)=Tr{o@) 4}

Para evaluar el valor esperado de una observable se debe conocer la representacién
de matriz del operador apropiado y, mas importante, 1a forma del operador de densidad.
La evolucién temporal del sistema, cuando pasa a través de una secuencia de pulsos de
radiofrecuencia y retardos, puede ser descrita por la evolucién temporal de la matriz de
densidad.

La ecuacién de Liouville-von Neumann es la ecuacién diferencial que describe la
evolucién en el tiempo del operador de densidad. Esta ecuacién se deriva de la ecuacién
de Schrédinger al expandir la funcién de onda en la combinacion lineal de funciones

ortonormales y sus coeficientes.

[P (2)) = ZN: c; (1))

i=1

Utilizando el arreglo de coeficientes en o, se tiene

% =-i[H,o(t)]

donde la solucidn para el Hamiltoniano independiente del tiempo es
o(t) = exp(-iH)o(0) exp(iH 1)

Con este resultado se puede escribir

(4) = Tr{exp(—iH 1) (0) exp(iH 1) 4}
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se utiliza la aproximacién de alta temperatura para obtener

o(0) =0, =—3 —or ]

donde N es el nimero de espines por unidad de volumen, y K es el nimero de tipos de
espin en el sistema.

En el equilibrio o(0) es diagonal, y los elementos de la diagonal tienen una

distribucién de Boltzmann.
Si los Hamiltonianos son dependienies del tiempo, entonces se necesita una
transformacién de la ecuacién de Liouville-von Neumann a un sistema de referencia

rotatorio.

do’(t) _ _

— iH,,0" ()]

donde H, y o"(¢) se define como

-1
H, -UH U —iu P
dt

o () =Uas()U™
y la solucién a la ecuacion
o' (t) = exp(—iH_ #)o" (0)exp(iH, )
La expresién exp(—iH_¢) es denominada el propagador UL

Se necesita encontrar una transformacién a la ecuacién que genere ¢l Hamiltoniano

en su forma independiente del tiempo, aplicarla a H y a ¢(0), para entonces conseguir

161




la ecuacién de Liouville-von Neumann en el marco de inferaccidn, y entonces
transformar o (¢) de vueltaa o(f) através de
o(®)=U"0" (U

Para calcular el FID, se necesita determinar el operador de densidad a tiempo cero,
para conseguir los Hamiltonianos de espin (entonces conseguir sus valores propios y
vectores propios para obtener su diagonal), y aplicar la ecuacion de Liouville-von
Neumann para conseguir el operador de densidad tantas veces como sea necesatio).

La magnetizacién compleja que se registra durante el periodo de adquisicion del

experimento NMR se define como
K
M) = NyﬁTr{a(t)Z(Ih + iIky)}
k=1

donde N es el niimero de espines por unidad de volumen y K el niimero de tipos de espin
en el sistema.

Ejemplo de calculo mecanico cudntico:

El experimento de NMR mas simple, un pulso simple seguido por adquisicion del
FID.

Fl efecto de un pulso de noventa grados en x (m/2), se calcula aplicando operadores
de rotacién al sistema en equilibrio.

Para un espin aislado, el operador de densidad al equilibrio es proporcional al
operador de momento angular de espin en el eje z

o™ ecl,

por lo tanto
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o(t) = exp(—iHt)o™ exp(iH{)
=R, (@) ,R} (@)

donde R,y R;' son las matrices de rotacién

R, (7/2)= .cc’os(zr/2) isin(z/2)
isin(z/2) cos(z/2)
R (z/2) = C'O?(ﬂ'/ 2) —isin(z/2)
—isin(z/2) cos(z/2)
1|1 0O . . s
y Iz =5|:0 1:| la matriz de Pauli para el componente longitudinal de operador de

momento angular de espin.

R (2/ D R /2 1 cos(z/2) isin(m/2){|1 O | cos(x/2) —isin(x/2)
A7/ DLR (= )_5 isin(z/2) cos(z/2)||0 ~1||-isin(z/2) cos(w/2)

10 & 110 —i
_-— _——— . =—I
2|-i 0 21i 0 ¥
esto es, luego de aplicar el pulso (7/2)x a la magnetizacién en z, el resultado es la
magnetizacion en -,
La magnetizacién en -I, evoluciona durante el pericdo de adquisicion bajo la
influencia del Hamiltoniano de corrimiento quimico
H® =(w, - @, ), =,

La ecuacidn de Liouville-von Neumann para este sistema es

20 _ o)) B

Como el Hamiltoniano es independiente del tiempo se tiene que
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o(t) = exp(-iH#)o(0) exp(iH1)

= exp(—iQUt)(—1,) exp(i€L 1)

11t o110 i 1|1 0
= expy — Qi — - . expq i —
210 -1}]2|-i O 210 -1

1 I:exp(iQt/Z) 0 ][0 i][—exp(iQt/Z) 0 }

2 0 exp(—iCu/2){{—i 0 0 —exp(—iC2t/2)
1 i 0 i exp(—i€t)
) | —iexp(iQ) 0
1] 0 i[cos(Qf) —isin(Qf)]
" 2|~ fcos(Qr) +isin(Q1)] 0
1 i 0 i cos(€2t) + sin(Q)
" 2{ —icos(Q) +sin(Qx) 0
1 0 —sin(QP) L 0 cos(QX)
2| sin(Q) 0 2| —cos(Q®) O

= 0 -1/2 in() + 0 i2 cos(C)
iz oo |0 —i/2 0

= I, sin(Qf) — I, cos(€2)

Llevar a cabo ¢l cilculo de las ecuaciones en una representacion explicita de
matrices para el operador de densidad, y su evolucién en el tiempo (ecuacién de
Liouville-von Neumann), bajo el efecto de las interacciones con los campos circundantes

(Hamiltonianos), provee una descripcion rigurosa de la evolucién de un sistema de
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espines muclear. Pero el formalismo de matrices de densidad presenta ciertas desventajas,
primero que los célculos de matrices se vuelven agobiantes a medida que se incrementa
el nimero de espines participantes en el sistema, y luego que el formalismo no otorga
una visién cualitativa de los experimentos de NMR que permita visualizar intuitivamente

el resultado de una secuencia de pulsos.

Formalismo del operador de producto

La mayoria de los experimentos de NMR, en especial los heteronucleares, constan de
muchos pulsos y retardos. Como el principal objetivo del andlisis tedrico de
espectroscopia de NMR es la prediccion del producto de experimentos, focalizar la
atencién en los operadores en si mismos mas que en las soluciones de la ecuacién de
Schrodinger para cada paso demuestra ser una muy buena aproximacion al problema de
entender los experimentos. Con ese propdsito fue desarrollado el formalismo del
operador de producto (POF).

La notacién utilizada para mostrar experimentos de NMR con el formalismo de

operador de producto es:

o’ = exp(—iHt)o" exp(iH¥)

Con POF es posible describir sistemas de espines simples y multiples con algunas
restricciones:
En un sistema de espines multiples, la funcién de onda puede ser expresada como

productos directos de las funciones de onda de los espines individuales
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¥, =|m) ®|m,) ®|m,)...... 8 |my)

Estas funciones de onda son independientes entre si en caso que los espines estén
bajo un régimen de acoplamiento débil, esto es, que la frecuencia de acoplamiento
escalar es pequefia comparada con la diferencia en frecuencia Larmor entre los espines
involucrados en el acoplamiento

2nf @, —wy <<1

Esta condicién permite trabajar solamente con los términos seculares de los
Hamiltonianos y describir el experimento con POF.

Si el acoplamiento es fuerte, entonces las funciones de onda de los distintos espines
involucrados en el acoplamiento y que tienen el mismo mimero cuantico se mezclan, y
no pueden ser tratados de forma independiente.

En el régimen de acoplamiento débil los niveles de energia, transiciones,
superposiciones coherentes de niveles de energia y rotaciones para un sistema de N
espines, se describe en un espacio de producto de 4V dimensiones. De esta forma, para
describir la evolucién del operador de densidad en un sistema de dos espines se requiere
trabajar en un espacio de 16 dimensiones.

Antes de poder describir los movimientos del operador de densidad durante una
secuencia de pulsos y retardos, es necesario conocer todas las relaciones de conmutacién
entre los distintos niveles de energia y coherencias. Estas estan resumidas en la siguiente

tabla.
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donde las coherencias se definen como

218, 21,8,
218, 21,8, 218, 2L,S:

Coherencia Nombre de la coherencia

E Identidad

I longitudinal 7

Sz longitudinal §

2LS, longitudinal de orden doble espin

LI transversal I coherencia cudntica simple
218, 2L, transversal J anti-fase en §

S Sy transversal S coherencia cuantica simple

transversal & anti-fase en 7

coherencia cero- y doble-cuéntica

ciclicas.

se cumple la siguiente identidad

o usando la notacién POF

presentado arriba.

operador de densidad gire alrededor de él.

En teoria hay 15 dimensiones que pueden servir como ejes de rotaciones para que el

Para tres operadores cualesquiera que satisfagan las siguientes conmutaciones

[A,B]=iC
[C,A]=iB
[B,C]=iA

exp(—i6C)(A) exp(iOC) = Acosf + [C, A]sin 6 = Acosf +Bsin8d

A—% 5 Acos(8) + Bsin()

Una de esas identidades fue demostrada en el ejemplo de célculo mecénico cuantico

168




Todas las posibles rotaciones pueden ser descritas por una sola ecuacion.

Esta identidad permite a POF evitar el cdlculo de matriz para el operador de
densidad. Una caracteristica particularmente interesante de POF es que trabaja
exclusivamente con operadores de momento angular de espin, los cuales tienen un
significado fisico claro, y que los efectos de pulsos y retardos son vistos como rotaciones
geométricas en subespacios tridimensionales del espacio completo de coherencias, muy

al estilo del modelo vectorial. Por tanto, la expresion exp(—i@C)(A)exp(idC) o

A—2€ 5 seinterpreta como la rotacién de A en un dngulo 8 alrededor de C.

Las tres rotaciones basicas en POF son

i) Precesion de Larmor if) Modulacién de J iif) Nutacion
L 25,8, L
A A A
o
—
; 9 y ; Jism 2Ly3, »4—/ Iy
Ik Ix L
H,. Q1 H, =2xa/,1,S, H, =al,,

La presesién de Larmor es la precesion clasica alrededor del campo estatico Bo. En
POF se describe como una rotacién en el plano I, I, alrededor de I, con frecuencia Q.
Cualquier otro espin S realiza exactamente la misma precesién de Larmor en el plano S,

Sy , alrededor de S, con frecuencia Q5.
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La modulacién escalar es la presesion alrededor del eje 2LS; con frecuencia /.
Esta es una rotacion en el plano I, 2LS; o en el plano 21,S,, I,. Esto es, en un plano L, I,
donde uno de los dos I or , tiene un coeficiente extra S

~

La presesion alrededor del campo B; con frecuencia w; = yB; se denomina nutacion.
¢
El eje de rotacién puede estar en cualguier punto del plano XY. En la figura del ejemplo
se muestra un pulso en / a lo largo del eje X del sistema de referencia rotatorio.
Las reglas presentadas arriba permiten la descripcion de una amplia variedad de

experimentos de pulso de NMR. Antes de presentar algunos gjemplos es necesario

especificar algunas formalidades y aspectos practicos:

1) Conmutacién de los pulsos y retardos:

Q1308 0420l S0 4
>0

O-l
Cuando los términos conmutan entre si, como en la ecuacién precedente, la

evolucién puede ser dividida en una serie de rotaciones independientes

QI'I:! 2 nsszt

- 3 2alul St 4

>T

o' >C
El orden en que se apliquen las rotaciones debidas a corrimiento y acoplamiento no

tiene ninguna importancia.

2) De igual forma, el efecto de un pulso no selectivo aplicado sobre Iy S se escribe

ot ot (S, +I. ) 0_3

debido a que 7 y § conmutan

! @IS, 2 [/

>o >o?
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3) El efecto de un pulso aplicado selectivamente al espin S de un término tal como el
producto 2I,S, se obtiene utilizando la regla que la rotacion afecta solamente al operador

del mismo espin.
21 8 —28: 521 S cos(at)—21,S, sin(wyt)
4) Los operadores no son afectados por rotaciones que involucran al mismo operador

debido a que un operador y el exponencial del mismo operador conmutan.

I, —21,
5) En POF es usual distinguir entre espines activos y pasivos. Espines activos
contribuyen con operadores transversales, en cambio espines pasivos contribuyen con
operadores longitudinales (operadores-z). En el caso de coherencias cero y doble-

cuanticas en las cuales 7 y j son activos, se define el siguiente grupo de operadores:

doble cuantica:

p_1
DO =~ QLT =21, T,)
1

DOY =5 QL +2L,1)

cero cudntica:

i o 1
zZQ¥ = SQLL +2L,1,)
o1
W) -
207 = QL 1, = 21.1,)

La evolucion de estos términos bajo corrimientos quimicos es aniloga a la evolucion

de I e I, bajo precesion libre excepto que las frecuencias de evolucion son (€2, + €2 Dy

(Q; — ;) respectivamente:
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i it 52, i : i
DO® ey cocl(d, +Q Y |DOP +sinl(@, + )i [DOP
DO et o002, Q) |DOY —sin[(©; +Q,)]PO?
20 2ty co(Q, — Q)0 +sinl(@, - Q,)rZ0?
20 2ty oo, — 2 )e]ZQ ~sin[(@, - Q)20
Las coherencias cudnticas mniltiples entre espines i y j no evolucionan bajo la
influencia del acoplamiento entre los dos espines activos i y j. Los espines evolucionan
bajo acoplamientos pasivos, en una forma enteramente analoga a la evolucion de /; ¢ I,
DOP ——5c0S(7 g, () DO + sin(7] oy )21, DO
DOY ——c08(7 g () DQY —sin(al g ,r1)21,, DOS”

ZOP —scos(n) ;) ZQP + sin(ad 5 ., 1)21, ZOP
Z0W ——>c0s(m) g,y 1)ZQY —sin(a )21, 207

donde J,,,, ©s la suma de los acoplamientos entre el espin i y todos los otros espines
mas la suma de los acoplamientos entre el espinj y todos los demds espines. J,, . €s la

suma de los acoplamientos entre el espin i y todos los otros espines menos la suma de los

acoplamientos entre el espin j y todos los otros espines.

_'6) POF puede ser aplicado a tres o més espines. Se ha mostrado que si bien la aplicacién
de POF a un sistema de dos espines involucra 16 dimensiones, lo cierto es que todas las
rotaciones individuales tienen lugar en subespacios tri-dimensionales X,Y,Z. Esto se
mantiene atin si se incrementa el nimero de espines débilmente acoplados. No aparecen
nuevas propiedades, la evolucién del corrimiento quimico y los pulsos de
radiofrecuencia son tratados de la misma manera que en un sistema de dos espines. La

evolucién del acoplamiento escalar J se puede deducir de las reglas de conmutacién
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anteriormente expuestas. A modo de ejemplo, supongamos que se desea calcular la
transformacion bajo acoplamiento escalar J entre los espines 7y § en un intervalo 7. El
operador de producto no evolucionara bajo el acoplamiento Jzs en los siguientes casos: si
ambos espines estan ausentes del operador de producto, si un espin I o S estd presente
llevando el indice Z, y si ambos espines estan presentes cn el operador de producto
ambos llevando el indice Z. si ambos espines estén presentes y ninguno lleva el indice
7. En todos los demas casos el operador de producto si evoluciona bajo el acoplamiento

escalar Jis..

Ejemplos:

1) Transferencia de coherencia:

La transferencia de coherencia entre espines es un fendmeno fundamental en
espectroscopia de NMR multidimensional. Este es un efecto que no puede ser descrito
por el modelo vectorial de Bloch.

Suponiendo que de alguna forma se genera un componente anti-fase 27,5, el efecto

de aplicar un pulso (#/2), en ambos espines es

21,8, 2 5 o158 % 5018,

La coherencia de anti-fase original en el espin I se transfiere a coherencia de anti-
fase en el espin S. Luego, bajo la influencia de un pulso de radiofrecuencia la coherencia
ha sido transferida de un espin a otro.

En contraste, la aplicacién de un pulso (#/2); a ambos espines genera

173




21,5, —E=) 5 91 8,

El mismo resultado se obtiene al aplicar un pulso solamente al espin §
21,8, —% 5218,

Los dos tltimos casos muestran la generacién de coherencia cuantica miltiple en

espines homonucleares y heteronucleares respectivamente.

2) Eco de espin

El pulso de secuencia eco de espin debe ser examinado en tres casos:
espin aislado, dos espines homonucleares acoplados, y dos espines heteronucleares
acoplados.

Si se comienza con la magnetizacién I en el equilibrio, un pulso inicial (7/2), genera

LT N

i) La secuencia de pulso eco de espin para un espin aislado se escribe como:
T — M —— T
La evolucién durante el periodo de precesion libre produce:
—J, —2 5] cos(Qr) + I, sin(Q7)
El pulso convierte el operador de densidad en
~1,cos(€7) + I sin(€7) 5T , €os(Q7) + I_sin(€2,7)
Después de un segundo retardo 7

I, cos(Qr) + I, sin(C7) —dE s [, cos*(Qy7) — I, cos(Qy7)sin(Q7)

+1_sin(Qr) cos(Q,7) + I, sin’*(Q7) =1,
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Se puede ver que la secuencia de pulso eco de espin, partiendo desde un estado
inicial —f,, genera un estado final J,. El corrimiento quimico ha sido reenfocado por el
eco de espin.
if) La misma secuencia de eco de espin puede ser aplicada a un sistema de espin
homonuclear. Los pulsos se suponen no-selectivos. Como en el caso del espin aislado,
el corrimiento quimico es reenfocado y puede ser descartado. Por lo tanto, la evolucion
del operador de densidad durante la secuencia de pulso se debe al acoplamiento escalar.

Un pulso inicial (#/2), genera —I, a partir de L.

El acoplamiento se desarrolla durante 7

— ], —2ElSE [ cos(mlst) + 21,8, sin(af s7)
El pulso 7 lo convierte en

— I, cos(af 57} + 218, sin(#/ ;5T) SLLALDEN , cos(ml 7)Y — 218, sin(7/ ;57)
La evolucién bajo el segundo retardo 7 produce (usando las identidades trigonométricas

cos(28) = cos2(8) —sin2(F)

sin(28) = 2sin(@)cos(H) ):
I, cos(n s7)— 21,8, sin(z/, T2l L c08(27] ,s7) — 21 S, sin(27/57)

Calibrando el retardo 7 =

se obtiene el operador de densidad enteramente en
Is

término anti-fase 2I.S,, mientras que calibrando 7=

se obtiene el operador de
IS

densidad enteramente como el término en fase —J;.
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iif) Si los dos espines con acoplamiento escalar son heteronucleares, los pulsos de
radiofrecuencia pueden ser aplicados solamente a un tipo de espin (en este caso D). De
nuevo, el corrimiento quimico para I es reenfocado y puede ser ignorado.

En este caso, luego de un pulso (772), la evolucién que sigue:

-1, 2elSet o , €0s(7t] ;57) + 21 S, sin(af 57)

—H 5] , C0s(7 j57) + 21,8, sin(zf 57)

2k I8, T
PR dd 4 )E
¥

El uso de la secuencia espin-eco desacopla el espin S del espin 1.

3) INEPT

Aumento de 1a sefial de nicleos insensibles por transferencia de polarizacién INEPT
(siglas del nombre en ingles Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer)
es un componente esencial de muchos experimentos de NMR multidimensionales. El
objetivo es transferir magnetizacion desde un nicleo sensible al campo esttico con una
constante giromagnética alta (*H), a un niicleo menos sensible al campo estatico con una
constante giromagnética baja ("N o Bo).

La secuencia INEPT se puede escribir como:

(m/2)y, Ty (n/2)y
T T
fespin >I |
Ty (m/2),
T
Sespin
adquisicion

176




@y
2k, T

Se comienza con la magnetizacién al equilibrio K, en laque X, =

K, J, — P20l et SIRTRLSE L K, {Iy cos(27/ 57) - 218, sin(27z],sr)}

itz

Se aplica un pulso (7/2), al espin I y un pulso (7/2); al espin S

21, +8,)

K, {T, cos(2al 7)~ 21,8, sin(ad o)} — 28220 K {T, cos(2ad 1) - 21, sin(2a/ ,7)}

Si el retardo es calibrado a 7= entonces la sefial final viene dada por

1Ay
K,{-21.8,}.
La magnetizacién de anti-fase se transfirié al espin S. Ademés, el término anti-fase
es multiplicado por un factor K;. En cambio, si un pulso simple (7/2) se aplica a la
magnetizacion de equilibrio del espin S. En este caso la magnetizacién observable viene

dada por K {— Sy}, que corresponde a un doblete anti-fase.

La constante K es proporcional a la constante giromagnética. Por tanto:

INEPFT K, ¥,
Convencional K; g

La ventaja de aplicar INEPT crece en la medida en que la constante giromagnética
del espin S disminuye. Una ventaja adicional es que la tasa de repeticion del
experimento estd determinada por las constantes de tiempo de relajacion del espin I, mas
que por las del espin S. Normalmente el espin I corresponde al protén, y sus tiempos de
relajacién pueden ser notablemente mas cortos que los tiempos de relajacién para el

espin S.
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En el INEPT reenfocado, %a coherencia anti-fase Kl{— 2I2Sy} se convierte en

1

coherencia en-fase y un pulso de desacople se aplica sobre el espin /. El propdsito de
;

este campo es aumentar la sensibilidad del experimento reduciendo el tamafio del

acoplamiento escalar a cero. El resultado es que la sefal que normalmente se observa

como un multiplete colapsa en un singulete, en donde la amplitud del singulete es la

suma de las amplitudes de los multipletes. Se requiere convertir la coherencia de anti-

fase a en-fase pues los campos de desacople solamente se pueden aplicar sobre un

operador en-fase.

El experimento se escribe como:

(/2), Ty (m/2), Ty
T T T T
"] o E—
lespin desacople
Ty {n/2), Ty

T T T
Sespin adquisicion

la secuencia de pulso final produce

Si se calibra 7=
Is

_ Tl il 8,7 + (I + 8,420 5L S, ¢
K218, = > K,S,

)

Este doblete en-fase ahora puede desacoplarse para aumentar la sensibilidad del
espectro. El operador S; obtenido se puede convertir en un operador S; mediante la
aplicacién de un pulso (#/2)., al espin §.

K,S, —r 5K,S,

X

178




La magnetizacién de equilibrio del espin S es proporcional a Ks§;, comparando esta
distribucién de poblacién con Ia obtenida del INEPT re-enfocado, queda al descubierto
uno de los resultados més impresionantes de este experimento, y es que la distribucion
de Boltzmann para la poblacién del espin I fue transferida al espin S.

La principal ventaja del POF es que los operadores de espin angular tienen un
significado fisico claro y directamente relacionado con las magnetizaciones
macroscopicas generadas. Como estos operadores estan representados en un espacio tri-
dimensional, el formalismo ofrece una comprensién intuitiva de los experimentos de
NMR permitiendo una buena visualizacion de las vias que toma la magnetizacion en la
secuencia de pulsos. En conclusién, POF facilita la prediccién del producto de un
experimento de NMR, mientras que retiene gran parte de la rigurosidad del tratamiento

del calculo de la matriz de densidad.
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Experimentos de espectroscopia de NMR

NOESY

La espectroscopia de NOESY (del inglés nuclear Overhauser effect spectroscopy) se
basa en la transferencia de magnetizacién longitudinal entre dos espines acoplados por
interacciones dipolo-dipolo. El efecto Overhauser queda descrito por las ecuaciones de

Solomon

g;((‘rz> “Io)= —‘RH((IZ> - Io)_ RIS(<S2> - So)
d (<Sz> - So)= "RH((Sz) - So)“ RIS((‘[z) _Io)

dt

que en notacién de matriz

I;l Rll Rlz Rln I;l
i I;z - RZ! ‘R22 RZn I;z
dt : 3
| Ry R, | L,
4, =R,
dt

y cuya solucion es
L) =e"I(0)

La secuencia de pulso para NOESY bi-dimensional tiene cuatro etapas:

(m/2)y (n/2)¢ (n/2),
b T t

i

dl

preparacién evolucién  mezcla  adquisicién

preparacién : es un retardo de relajacién que permite al sistema restablecer la

magnetizacién longitudinal de equilibrio después de un barrido previo.
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evolucién: Después de un pulso (72), se genera magnetizacién trasversal en Y, la

densidad del espin queda

o=-I1,-89,
siendo Iy y So las magnetizaciones en el equilibrio
I,= 718, S, = 7sBo
k,T ke, T

En el periodo de evolucién las magnetizaciones precesan y son marcadas con su

propias frecuencias Q, y €, (fuera de sintonia con la frecuencia portadora)

* —I,—2 5] cos(Qt) + I, sin(Q1) -, — 258 cos(Qst,) + 8, sin(Qgt,)

mezela: En ausencia de acoplamiento escalar, y luego de aplicar un segundo pulso
(72), la magnetizacion es posicionada nuevamente en Z. La densidad del espin en este
punto es
o = I[I,cos(Q,4) + I sin(Q;1,)] + S,[S, cos(Qt,) + S, sin(Q41,)]
si el pulso es aplicado en -X
o = LI cos(Q,t,) + I, sin(Qz) [+ S,[S, cos(Qt,) + 8, sin(Qt,)]
Ambos pulsos se aplican secuencialmente y las respectivas respuestas son sustraidas

una de la otra para obtener el FID final. De esta forma se cancela la magnetizacion

originada en X. Esta técnica es denominada ciclacidn de fase.

Asi, al comienzo del tiempo de mezcla las magnetizaciones estén situadas en el eje Z

o =-1I1I,cos(Q;t,)— 5,5, cos(£2t,)

Las magnetizaciones en el eje Z comienzan a volver a sus valores de equilibro. Con

tiempos de mezcla cortos se puede aproximar.
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AU:) = —{Rﬂ [(Iz (0» - Io]" Ry [(Sz (0)) - SO]}TM
Al final del tiempo de mezcla el término longitudinal de / es
(I, G, )y=(.0))+A{,)

con

<Iz (© )> = —~ 1, cos( Q1) (Sz(o» = =S, cos({2st,)

genera

(I, (2, )y = =T, 008(Q,1, )1~ Ry 7,,) + SoRysT,, c08(Qty ) + IRy, +SoRys )7,
donde el primer término es la magnetizacién originada en /, marcada con la frecuencia
Q) que ha reducido su magnitud con la constante de auto-relajacion Ry en una cantidad
(1-Ry 7). El segundo término es la magnetizacion transferida desde 5; con una constarnte
de relajacién cruzada Rjs, y marcada con la frecuencia Qg El tercer término no esta
marcado con ninguna frecuencia y es cancelado con la ciclacién de fase al comienzo del

periodo de mezcla.

- adquisicion: el pulso final (#/2), convierte I, en —I,, y su precesién de Larmor es
monitoreada durante esta etapa.
La sefial detectada finalmente es proporcional a

F(tt,) < I,[(1— R,T,,) cos(Q,1,) cos(Q2,2,) — Ry 7, cos(€2,1,) cos(€252,)]
+ 8, [(1- Ryyt,, ) c08(Qt) cos(Q2t, ) — R T, €OS(€21, ) c08(Q,2, )]

donde el primer y tercer términos son picos diagonales (con la misma frecuencia de

precesién durante t1 y t2), y el segundo y cuarto términos otorgan los picos cruzados

NOE (que contienen una frecuencia en cada dimensién).
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Para tiempos de mezcla cortos la intensidad de los picos cruzados de NOE es
proporcional a las constantes de relajacién cruzada Ris=Rgr, que a su vez dependen de la

distancia internuclear entre I y S.

Si la principal fuente de relajacién son las interacciones dipolares, y si la molécula
rota isotrépicamente con un tiempo de correlacién ¢, las constantes de relajacion

quedan descritas por:

p
R = h?’f?’; 07 + e 37
P10 4o+ o Nl 1+(e - o)k 1+aTe
— hyrys ( 67¢ . “c H. 3¢
S0 14w, + o, 12 1+(0, o) 7e 1+ o57g
R = h?’??’; 67, " Tc
51008 k1+(caf+cos)2rg 14+ (e, — 05 ) 72
Ry = Ry

donde o y @s son las frecuencias de Larmor de los espines, y donde todos ellos
dependen del inverso de la sexta potencia de la distancia internuclear. Esta es la principal

fuente de informacion estructural que permite calcular la estructura de macromoléculas.

COSY

La espectroscopia de correlacién (COSY) se basa en la iransferencia de
magnetizacién mediante correlacién. Aunque el sistema funciona con espines
fuertemente acoplados, la secuencia de pulsos se puede tratar en el limite de

acoplamiento débil y ser analizada con POF si se cumple que el corrimiento quimico

entre los espines homonucleares y el campo magnético es suficientemente fuerte (ver

| aproximacion secular de acoplamiento escalar).
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La secuencia de pulsos para el experimento més sencillo de espectroscopia de
comrelacion COSY (del ingles correlation spectroscopy) es muy simple. Contiene

solamente dos pulsos 772 separados por un tiempo de retardo variable #;.

(/2)y, (w0/2),
I b t
A
adquisicion

Suponiendo espines -1/2 en un conjunto de tipo AX:
o.=0,=1_+8,
Fl operador de densidad se transforma como sigue:

o, iDL DS, s, = _Iy "Sy

o, — Dty WSty WIS 5= ] cos(Qyt,)cos( t,) + 21, S, cos(E ) sin(7 i5t;)
+1, sin(Q,t, ) cos(m/ ;51 ) + 21, S, sin(QQ,#, ) sin(7f 51, )
+8, cos(Q,1, Y cos(nf 1)) + 215, cos(Q,z,)sin(7 1, )
+8, sin(Q,1, ) cos(m/ i5t, ) + 21,5, sin(€2,1, ) sin(7/ st,)

(!

sy D% 55 = ] cos(St Yeos( gty ) — 21,8, cos(yt, ) sin(z/ i5t,)
+1_sin(Q,1, ) cos(mf 51, } — 218, sin(Q1, ) sin(7/ 1, )
=S, cos(C,t, ) cos(7f 5, ) — 21,8, cos(€2,1, }sin{ 7/ 5t )
+8, sin(Q,1, ) cos(f i, ) — 21,5, sin(Q,1, ) sin(7z7 ;)

Para analizar la sefial se necesita considerar solamente los términos cudnticos

aislados:

o, = +1sin(Qt,)cos(nf it,) — 218 sin(€, ) sin(ml yt,)
+8, sin(Q,t,) cos(7) 58, ) — 21 S, sin(Q,1, ysin( s 1, )

\——i‘



i La principal limitacién de la transferencia de coherencia de tipo COSY se deriva de
la estructura del multiplete anti-fase de los picos cruzados en el espectro. En ciertas
condiciones es posible cancelar parcialmente el multiplete como resultado de
interferencia destructiva entre los componentes anti-fase de los picos. Los componentes
anti-fase pueden ser re-enfocados y los efectos de interferencia destructiva son

eliminados pero a expensas de un periodo de re-enfocamiento adicional.

ToCSY
sujecion de espin
(w/2)x TyTyTyTyTy Ty
P R —
Tm
adquisicion

La secuencia basica de pulso se parece al experimento COSY, donde el segundo
puiso (72) ha sido reemplazado por un pulso de sujecién de espin, esto es un pulso de
radiofrecuencia con una duracién de hasta 10 ms. La sujecién esta hecha de un tren de
pulsos 7 no selectivos, Durante el pulso de sujecién de espin, se elimina la frecuencia de
precesién de Larmor, y se permite que el sistema de espines evolucione bajo la

influencia de la modulacién J. Las secuencias de sujecién (y desacople) de espin més

conocidas son MLEV, WALTZ y DIPSL
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En la practica, la intensidad méaxima para el pulso de radiofrecuencia de desacople, al
borde de ser dafiino para la muestra, es aproximadamente 5 kHz. El campo de
radiofrecuencias es un tren de pulsos # de 100 us cada uno,

Si se considera un sistema de dos espines homonucleares IS, el cual evoluciona en
presencia de un campo de radiofrecuencia fuerte By. El gje apropiado de rotacién en el
espacio de coherencia es:

R, =Q,I,+Q.S, —J (IS, +18 +1.8)+w(,+8S,)
El término final ey (J+S;) representa el campo de sujecion de espin con w=y Bi.
Después del primer pulso (#/2), seguido por el tiempo de evolucion #, las cuafro

coherencias I, Iy, 1,S;, 1,S; son generadas a partir de .

I, — =k f cos(Qt )+ I, sin(Q1,) + 21,8, cos(Qy1) + 21,5, sin(Q1;)

z

Si por el momento se desprecia el acoplamiento escalar Ji5, y mas ain, se supone que
la fierza del campo B; (frecuencia @) es grande comparada con la diferencia de las
frecuencias de des-sintonia (offset) @1 y s, el vector de magnetizacidn precesara

alrededor de

B, =B+

efff Q

1
y

-

con una frecuencia efectiva @, = /o +Q*

Ya que B,; estd casi alineado con el eje X, la precesion que comienza en I, describe

un cono de 4ngulo pequefio alrededor del eje X. De esta forma, el componente I;
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permanece efectivamente sujeto. En contraste, si se comienza con I, tiene lugar una
precesién en el plano ZY (ligeramente inclinada). Debido a que el campo de sujecion de
espin se mantiene por varios milisegundos (de tal forma que varias revoluciones en el
plano ZY tienen lugar), la coherencia I, desaparece victima de la inhomogeneidad de la
radiofrecuencia. En forma similar, la coherencia LS, se desvanece debido 2 su precesion

alrededor del inhomogéneo campo B;. Para LS, la situacion es algo més complicada; la
precesion airededor de @, (Z¢+S;) produce:
1,8, 2025 51 S cos®(myt)— 1,8, sin’(ayt) +(1,S, — 1,8, ) cos(ayt)sin(w1)

Para tomar en cuenta la inhomogeneidad del campo de radiofrecuencia, se debe
suponer alguna distribucién de an Bajo un promediado de an, el 1ltimo término (£S5,
LS.} de la ecuacién previa se desvanece, pero los primeros dos no lo hacen. De hecho
estas coherencias mezcladas (1S,— L,S;) pueden ser vistas como los equivalentes de las
coherencias cero cuénticas para las coherencias de espines sujetos y es por tanto
insensible a la inhomogeneidad del campo de radiofrecuencia. Asi, sélo se requiere

considerar los destinos de I, y 21,S; durante el pulso de sujecién de espin.
Supéngase que el campo B, es suficientemente fuerte para considerar: E’eﬁ =B, esto
es, que los términos de frecuencia fuera de sintonia pueden ser despreciados:
Ry ==J (IS, +I1,S,+1.8)+aw,(I,+5,)
Usando las relaciones de conmutacién [I S, +1S,, 1 +Sx_|=0, la evolucion de ¢

z-z?

durante el tren de pulsos = se describe como el producto de tres rotaciones

independientes:




(I 48t 2wel, S, 251y Sy+1S;)
rd

Primero se evaliia qué pasa cuando se comienza en I, durante un pulso de sujecién
por un periodo 7,. La rotacién alrededor de (Z+S;) no tiene efecto, por tanto todo lo que
permanece es la rotacién alrededor de:

R,

o =S s (LS, +1,8,+1.S,)
Esta rotacién particular es mejor conocida como mezcla isotrépica. Ya que ISy

también conmuta con I, todo lo que queda es:

I —2SIE o T cos(rt5t)+ 21,8, sin(7) 57) S SN

I, cos® () 5v) — 218, sin(z] 5v) cos(i/ ;57) + 21,5, sin’(nJ 7) + 8 cos(7) 5 7) sin(m/ 5 7)

En el espectro final de TOCSY las contribuciones de coherencias son: sefial
diagonal, sefial cruzada, sefial diagonal, sefial cruzada, respectivamente.
Para evaluar como evoluciona 2,5, durante el tren de pulsos 7, se aplica un truco
escribiendo la coherencia como:
21,8, =8, +1,5,)+(,S,-1.S,)
(I,S:~1,S,) conmuta con (I+Sy), el otro (LS +1S,) puede ser descartado debido a la

inhomogeneidad del campo de radiofrecuencia.

El efecto del Ry,:

c 1 .
I.5.-18, — Bl 7 S, 008(27T j7) — 1S, cos(2a] 157} - EI” (27] ) + %Sx sin(27z/f ;1)

En el espectro final de TOCSY las contribuciones de las coherencias son: sefial

diagonal, sefial cruzada, sefial diagonal, sefial cruzada, respectivamente.
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Una ventaja del experimento TOCSY es que ademéds de la transferencia de

coherencia de antifase, J, —> IS, ahora ademés hay una transferencia de coherencia

zMy?
en-fase I, —>S,. Esta transferencia es 6ptima para un pulso de sujecion de espin de

duracién z,= 1/2 J. PAra el caso mds simple de dos espines, esto corresponde a una
transferencia de coherencia completamente en-fase, sin sefiales diagonales o
componentes de antifase.

Hay dos factores importantes que influyen en la eficiencia de la transferencia de
coherencia. Primero estd el grado de desintonia entre el espin y la frecuencia portadora
(Q). Tipicamente, cuando una resonancia esta desintonizada en un grado mayor que la
fuerza del campo de radiofrecuencia @, entonces la transferencia de coherencia es muy
ineficiente. El segundo factor es la no-complementariedad, definida como la diferencia

entre las frecuencias de los espines (expresadas como la distancia en Heriz con la

frecuencia portadora): A= |Q J,| —[QS|. La transferencia de coherencia dptima se obtiene

para A=0, el que puede ser logrado colocando la frecuencia portadora exactamente en el
centro entre las frecuencias de precesién de Larmor @y .
La forma mas simple de la secuencia de pulsos TOCSY es bastante sensible a

imperfecciones del experimento. Un gran niimero de secuencias alternativas de TOCSY

se han desarrollado y han demostrado ser mas robustas.




(172, e (w/2), Ry {m/2), Ty
ﬂ ¢ - tW/2 . | W2 - T »I N b2 adquislcidn
| =
Ty, (nf2)y (=/2)y Ty
T /2 /2 T T
I_._.__.._,’. e ] —_—_m’lm———’ deszcople

El analisis del experimento se basa en un sistema hetronuclear IS (='H, =N or §=°C)
en el cual los espines 7y S estan directamente unidos por un enlace covalente y donde el
proton J esta acoplado escalarmente a un protén remoto K.

En HSQC (del ingles heteronuclear single quantum coherence tramsfer), una
secuencia INEPT se usa para transferir polarizacién de espin 7 (Iz) a una coherencia
cusntica simple (SQ) heteronuclear de anti-fase (2 £S,). La coherencia anti-fase
heteronuclear SQ evoluciona durante el periodo de evolucién #; que sigue. Luego, una
segunda secuencia INEPT se usa para transferir la coherencia SQ heteronuclear, que ha
sido marcada en frecuencia, de vuelta a la magnetizacién de proton para su deteccion.

Para un sistema de espin IS, la evolucién a través de la secuencia de pulsos se
describe como sigue.

T z -
—2—(1,-1-1(, Vorem{f K )-8, -r—;(r,,+x,, )——2-..5',t

I, »>21,8, cos(27] 7)

Waela R n!2 591 S, cos(Q,t,) cos(27] 1 7)

%(I,+K,)—-;£Sx—f—ﬂ(IX+K,)—r

>1, cos(Qt,)cos’ (27 4 1) + I K, cos(Qt, )sin(4r/ , 7)

en la cual se ha despreciado la evolucién de la interaccién de acoplamiento escalar 'H

homonuclear en 'H durante la secuencia INEPT.
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El retardo 27 se deberfa calibrar a 1/(2Jy5) (5,4 ms para enlace simple 'H-"N, con
Juy=140Hz). En realidad, el retardo se calibra algo mas corto que 1/(2J;s) para evitar
mayor relajacion durante este tiempo. La evolucién del corrimiento quimico del espin I
durante los periodos 27y durante t1 es re-enfocada por los pulsos #(J). La evolucion bajo
el acoplamiento Jjs se reenfoca con el pulso (J), siempre y cuando no se aplique ningun
pulso al espin S. La evolucién del corrimiento quimico del espin S durante los periodos
2t se re-enfoca mediante el pulso z(S).

El término restantc 7,S; es una coherencia cudntica muiltiple no-observable. El
operador 2ZS, presente durante t1 conmuta con el Hamiltoniano de acoplamiento escalar
'"H homonuclear, y la sefial F/ no contiene contribuciones de interacciones de
acoplamiento escalar o

Cuando se incluye la interaccion de acoplamiento homonuclear en la evolucién, la
evolucidn a través de la secuencia se expresa como:

k4 13 i3
E(Ix-l-K,)~(2::J'ISIZS,+2::I,KIZKZ )2:’—5([’, -l-K),)—E.S"Y

I

z

»21.8, cos(27 4 7)
(0,5, 20Ky 07 S, cos(Q,4,)ycos(27/ %)

E4 T
E(Ix'*'xx)'ESx ~(2 51,8, +2afyl K, )2t

>I_cos(Q,t,)cos® (27T 7) + I K, cos(Q.t,)sin(47nf 1 7)

en la cual los términos observables han sido incluidos.
La evolucién bajo el acoplamiento homonuclear JIK no se re-enfoca con los pulsos

a(}). Esto se debe a que ambos protones I y K experimentan el efecto del pulso no

selectivo.,




La evolucién del acoplamiento escalar 'H durante los periodos INEPT modula la
amplitud pero no la fase de la resonancia absortiva en-fase, e introduce una contribucién
dispersiva anti-fase a la sefial F;. El componente dispersivo anti-fase se puede climinar
aplicando un pulso (/2)(]) antes de la adquisicion.

1, cos(Q,1,) cos® (2 7) + 1K, cos(Qt,)sin(4aT ) 204
I cos(Q,t,) cos® (2], v) — 1K, cos(Qt,) sin(47/ ; 7)

El operador anti-fase de espin I se transforma en operador anti-fase de espin K. Si la
resonancia del espin K se encuentra en una regién sin importancia en el espectro (si no
estd acoplada a un espin S de interés), el espectro de la correlacién IS tiene una pura

sefial absortiva en-fase en ambas dimensiones.

El pulso (/72)(J) que sigue al periodo f; esta desfasado en 72 respecto al pulso
(#2)(I) que precede el periodo de evolucién #. Si los dos pulsos tienen la misma fase y,
entonces la evolucion a través de la secuencia de pulso es como sigue:

k4 i 4
—Z—(IX+K;)H(21.:I,SI,S,+2;1:I_,KIZKI)21»3(1),-%!(),)-55,

I

-4

»>21.8, cos(2nf ) +41,8, K, sin(27] 1 7)

yoyotx

@520l Kb 527 .S, cos(Q,1,) cos(27 5 7) + 41,8 K, cos(Q,) sin(277 1 7)

i1 n
Sy K,y )-8, (2l g, S, 12 L K )2

> I, cos(Q,t,) cos(2f , 7) + 21K, cos(Q 2, }sin(47/ 1, 7)

La comparacién entre las dos evoluciones muestra que el cambio de fase en el pulso
final (72)(J) reduce la contribucién que la interaccion de acoplamiento escalar tiene en

la evolucién durante el periodo inicial del INEPT debido a:

c0s*(27] , T) > cos(4n ,7) and sin(4m), 7) < 2sin(4z) , 7)
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INTERCAMBIO OUIMICO

Para una reaccion quimica
A—=B

la variacién de la magnetizacién en los ejes del plano XY viene dada por

Ay =Ly som, —kM, kM,

dt Xa xXaq a Ya a xa a X,
2z

dM __ 1 M QM —-kE.M k, M

E ya"—_- yn+ at¥ xq T Mab ya+ ba*"" yg,

2ua

que en su forma combinada es
G=M,+iM,

La variacién de la magnetizacion compleja del plano XY para ambos compuestos es

d 1)
=Gy = 10, + G. -k ,G, +k,G,

2a /
d 1)
dt 2 )

siendo Q, y € las frecuencias de las sefiales provenientes de las especies A y B,

-‘iGﬂ=—i Q,+ L G,
d Téapp

respectivamente

i

El tiempo aparente de relajacidn transversal como funcién de la constante directa de

la reaccién quimica queda definido como

1
T,

2app

= L + kab
L.
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La sefial final viene determinada por

[ (Q, - Q) 7
(Q, - 0)*(Q, — @) +(Q-w)’r?

Alw) =

]

con fa y fi siendo las fracciones de poblacién en los estados A y B, respectivamente

Jo _ K
fl':- kab

Jatfp=1

1 . . .
T= P es una medida de la constante de interconversién entre los estados Ay By
+
ab ba

donde el tiempo de vida de las distintas especies es

r,,:L& 'rz,=L

knb ba
Como relacidn entre reciprocos esta adquiere la forma

I 1 1
—_———t
T

T, T,

a

con Q= f£.Q, + f,Q,igual ala frecuencia promedio ponderada por las fracciones

poblacionales.

El analisis del comportamiento de las sefiales se divide en dos:
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a) En régimen de intercambio lento, las intensidades de las sefiales en posiciones Qa'y

Qb es:
HTG M

@, o) + H
Tﬂ

que equivale a una linea lorenziana en posicién Qa con una intensidad proporcional a f;

Ao~Qq,)=

y un ancho de sefial a la altura media de

I 1
AV, =——+—
Ly Ta
Luego, se tiene que:
intercambio lento intercambio rapido
7, grande =  sefiales angostas 7, pequefio =  sciiales anchas
kap 0 kpgs pequefios = sefiales angostas ki okpogrande = sefiales anchas

b) En régimen de intercambio répido, para una sefial en posicion £

Jufo(Q, - Q)

A(Cz)zﬁ)= Ty = n
£, —-2,) +(Q-o)

1]

donde el ancho de la sefial queda determinado por

AV = £, (2, - Q)7

intercambio lento intercambio rapido
7, grande =  sefial ancha 7, pequefio =  sefial angosta
kap 0 kpo pequefios = sefial ancha kap 0 kp,grande =  sefial angosta
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APENDICE II

Valores de pardmetros de adquisicion

En esta seccidn se tabulan los valores de los parametros calibrados en la adquisicién de

los experimentos
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APENDICE III

Asignacion de resonancias

Esta seccidn contiene tablas con las asignaciones de las resonancias para ecPrP y xIPrP
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